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Si les réactions sérologiques, d’ailleurs non spécifiques, telle 
la recherche des hémagglutinines actives a froid et des agglutinines 
pour le streptocoque MG, apportent souvent la confirmation d’un 
diagnostic de pneumopathie primitive atypique, ou du moins de 
certaine variété de ce syndrome, elles paraissent assez souvent en 
défaut, et plus particuligrement lorsqu’il s’agit d’une forme 
bénigne ou de gravité moyenne. 

On comprend donc que l’attention des biologistes et aussi des 
cliniciens ait été retenue par la méthode proposée par Lind el 
coll. [4] et consistant en la mise en évidence, dans le sérum des 
malades, d’agglutinines spéciales dites « T ». 

Or, depuis le travail de ‘Lind et coll. [4] sur ce sujet, aucun 
travail d’ensemble apportant des données numériques précises ne 
parait avoir été publié, du moins a notre connaissance. D’ailleurs 
les informations que nous avions prises en 1951 auprés de |’auteur 
de la méthode confirmaient nos constatations. 

Certes, on trouve signalé dans de nombreuses publications, de 
cliniciens surtout, Vintérét de la recherche des agglutinines T. Et 
en ce qui concerne les biologistes, en France, Cateigne et coll. [2] 
indiquent que leurs recherches confirment celles de Lind et coll. [4} 
mais ne donnent aucune indication sur le nombre de sérums 
expertisés et les taux observés pour chacun d’eux. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 janvier 1953. 
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I] nous a done paru de quelque ulilté de rapporter les 
résultats (1) que nous avons obtenus, non sans avoir hésilé a te 
faire, car ils sont, pour une part, en contradiction avec ceux 
précédemment signalés. Notre but est done de les soumettre a la 
eritique et de savoir, en particulier, si ceux qui ont mzs en ceuvre 
cette méthode estiment qu’elle doit étre retenue comme ayant une 
réelle valeur pratique (et, en ce cas, quelles erreurs ont pu condi- 
lionner nos constatations en quelque sorte aberrantes), ou bien 
s'il est préférable de la réserver 4 certaines recherches. 

Nous rapellerons briévement le principe de la méthode, puis 
préciserons les techniques que nous avons ulilisées, pour rapporter 
ensuite nos résultats et en faire l'étude critique. 

Le phénoméne qui a conduit a l’étude des agglutinines T a été 
observé pour la premiére fois par Thomsen [3] et Friedenreich [4]. 
Ces auleurs constatérent que les hématies humaines peuvent, du 
fait de certaines bactéries (dont le vibrion cholérique), devenir 
ageglutinables par les sérums humains de tous les groupes, cette 
agglutination étant due a un facteur appelé « agglutinine T ». 

Ainsi les filtrats de cultures de V. cholérique ont la propriété 
de rendre les hématies inagglutinables par action du virus et agglu- 
tinables par tous les sérums, ces deux effets étant rapportés A 
Paction d’un enzyme désigné par les inttiales R. D. E. [receptor 
destroying enzyme] (Burnet et Stone [5}). 

Lind et coll. [4] ont pu observer que le sérum de malades 
atteints de P. A. P. (2) agglutine les hématies O ainsi modifiées, 
a des taux nettement supérieurs 4 ceux trouvés chez des sujets 
eonsidérés comme normaux. Des résultats analogues ont été 
retrouvés par Cateigne et coll. [2]. 


MATERIEL ET PRODUITS UTILISES. 


Pour les titrages et les réactions, ont été utilisés des tubes a 
hémolyse 60 x 10 mm a fond rond. Les distributions des sérums 
et d’enzyme étaient faites au rhéométre de Vernes, les distribu- 
tions de virus 4 la pipette de Kahn a 0,0125. 

Quant aux milieux et réactifs utilisés, ils ont été : 

Du bouillon ordinaire et de la gélose nutritive molle 4 0,8 p. 100 
d’agar (du bouillon de coeur de veau essayé ne nous a pas donné 
de différence sensible dans les résultats) ; 

De la gélose nutritive ordinaire 4 25 p. 1000 pour repiquage 
d’entretien de la souche ; 

Des ceufs embryonnés de onze A treize jours ; 

Des liquides allantoiques ou amniotiques d’embryon de poulet 


(1) Travail effectué grace & une allocation de la Caisse nationale de 
Sécurité sociale. 


(2) Lire désormais pour P. A. P. pneumopathie primitive atypique. 
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infeclés par voie allantoique avec du virus ourlien (souche V. C. R. 
et B. O. S.) ou du virus grippal (souche PR 8 et souche Lee) ; 

Des hématies de poulet recueillies et conservées en solution 
d’Alsever, moins de trois jours ; 

Des hématies humaines QO, recueillies et conservées en solution 
d’Alsever, moins de trois jours ; 

Une solution salée physiologique tamponnée a pH = 7 (formule 
donnée par Burnet et Stone [5] : BO,H, : 1,203 g ; B,O,Na,10H,O : 
0,052 ¢; CaCl, : 1 ¢; NaCl :9 g; H,O: 1 000 ml); 

Une souche de vibrion cholérique 4Z, repiquée tous les huit 
jours sur gélose. 


OBTENTION DE L’ ENZYME. 


Pour obtenir, a partir de la souche de V. cholérique 4Z, un 
enzyme suffisamment actif, 3 procédés ont été utilisés, inspirés 
des techniques décrites par Burnet et Stone [5] et Ada et French [6] : 

A. — A partir dune culture en bouillon agée de 8 a 9 heures, 
des plaques de gélose molle (0,8 p. 100), coulées en boite de 
Roux ou en boite de Petri, sont ensemencées a raison de 2 ml pour 
200 ml de milieu. Aprés seize a dix-sept heures a l’étuve a 387°, 
une solution de CaCl, (en eau distillée stérile) est ajoutée a la 
culture de fagon a avoir une concentration finale en CaCl, de 
0,5 p. 100. Puis la culture, dont le pH est ajusté approximati- 
vement a 6, est chauffée 4 54° au bain-marie pendant trente 
minutes. Aprés refroidissement a la glaciére, elle est ensuite 
congelée, puis décongelée a la température ordinaire. Par centri- 
fugation on obtient un liquide clair exsudé de la gélose et qui 
contient enzyme brut, non purifié (technique Ada et French) [6]. 
C’est cet enzyme brut qui a été utilisé. Nous n’avons pas pour- 
suivi la technique de purification donnée par Ada et French {6] 
et qui consiste : 

1° A précipiter enzyme par le méthanol (toutes les opérations 
étant faites a 0°). ‘Le pH de l’extrait est ajusté 4 5 par HCI,N. 
‘Le méthanol, refroidi a — 40° C, est ajouté en agitant constam- 
ment de maniére 4 donner une concentration finale de 60 p. 100. 
Aprés quarante-huit heures, le précipité est recueilli par centri- 
fugation et remis en suspension dans une petite quantité de 
NaCl 4 1 p. 100. La suspension est ensuite dialysée pendant 
vingt-quatre heures contre 20 volumes de NaCl a 1 p. 100 conte- 
nant 0,1 p. 100 de CaCl,. Le liquide surnageant est recueilli par 
centrifugation et le résidu soumis au méme processus d’extnac- 
tion. Les liquides surnageants sont mélangés. 

2° A adsorber enzyme sur érythrocytes, puis éluer, selon la 
technique de Burnet et Stone [5], avec la modification que 'e 
rapport extrait/globules rouges est porté a 2, et que le pH de 
Vextrait est ajusté a 9,2 avec un tampon boraté. 
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3° A fractionner par le sulfate ammonium : enzyme esl pré- 
cipilé par saturation 4 60 p, 100 de Péluat par du sulfate d’ammo- 
nium. Apres trois jours, le précipité est mis en suspension dans 
le plus petib volume possible de CaCl, a 0,05 p. 100. Cette 
suspension est dialysée pendant quarante-huit heures contre le 
liquide diluant (changé deux fois), puts centrifugée a 18 000 g 
pendant une heure (Ada et French {6)). 

B. — Dans les mémes conditions ont été ensemencées des 
plaques de gélose molle a 0,8 p. 100. Aprés dix-sept heures 
d’étuve & 37°, on enléye A la pipette coudée la culture en surface. 
La gélose est mise dans un sac de gaze, puis passée au filtre 
Biichner par compression. Au besoin, le liquide obtenu est cen- 
trifugé, puis filtré sur fillre Seitz. On peut faire un début de 
purification de l’enzyme brut par adsorbtion sur globules rouges 
puis élution (Burnet et Stone [5]) : tous les réactifs étant portés 
i 0°, et les opérations s’effectuant A 0°, Venzyme alcalinisé 
i pH = 9,2 est adsorbé sur des hématies O défibrinées lavées. 
Aprés centrifugation et lavage des hématies en eau physiologique 
salée, 4 1 p. 100 de CaCl, les globules sont remis en suspension 
en solution physiologique (lampon acétate pH = 6,2). EJution 
faite au bain-marie a 387° pendant une heure. 

C. — Culture sur ceuf embryonné (technique donnée également 
par Burnet et Stone) de 12 4 13 jours. On inocule, par voie 
intra-allantoidienne, 0,1 ml d’une émulsion en eau physiologique 
stérile d'une culture de V. cholérique (souche 4 Z) de dix-huit 
a vingt-quatre heures sur gélose, et d’une densité de 1000 mil- 
lions au millilitre (échelle d’opacité Welcome). L’embryon meurt 
habituellement en dix-huit a trente-six heures. Le liquide allan- 
toique est alors prélevé, vérifié sur milieu solide et liquide pour 
éliminer une contamination éventuelle, puis centrifugé, décanté 
et conservé a 4° jusqu’au titrage. Celui-ci est effectué le plus 
rapidement possible aprés le prélévement. 

Divers essais ont été faits, en variant la richesse en germes 
de Vinoculat, lage de VYembryon (11, 12, 18 jours), sans qu’il 
ait été possible d’établir une relation certaine entre ces facteurs, 
la rapidité de la mort, et lactivité de l’enzyme ainsi obtenu. 
Nous avons pu retrouver le fait, signalé par Burnet et Stone, 
que Vactivité enzymatique de tels liquides diminue fortement 
par passage sur filtre Seitz (du 1/1 280 au 1/32 dans nos résul- 
lats). La quantité de liquide allantoique est trés variable selon 
Yembryon, et peut é¢tre de 2 a 8 ml environ. 


TITRAGE DE L’ ENZYME. 


Le litrage des extraits de gélose et de liquides allantoiques 
a été fait d’aprés la technique donnée par Burnet et Stone (lége- 
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rement modifiée dans la suite des essais) en utilisant, pour les 
lavages et les dilutions, la solution physiologique en tampon 
boraté, additionnée de CaCl,. Des hématies de poulet et des 
hématies humaines O recueillies en solution d’Alsever (3) sont 
lavées trois fois, puis émulsionnées a 1 p. 100 (culot ‘obtenu 
par dix minutes de centrifugation 4 3000 tours). L’enzyme 
a titrer est réparti et dilué par dédoublements successifs dans 
4 séries identiques de 13 tubes (jusqu’a la dilution 1/4 096) et 
sous un volume de 0,25 ml. Deux séries recoivent dans chaque 
tube 0,25 ml d’émulsion d’hématies de poulet, les deux autres 
séries 0,25 ml d’émulsion d’hématies O. Toutes sont portées 
4 87°, primitivement au bain-marie, selon la technique originale 
de Burnet et Stone. Ultérieurement, le bain-marie a été rem- 
placé par une heure trente d’étuve a 37°, ce dernier temps ayant 
donné expérimentalement les meilleurs résultats. A ce moment 
sont ajoutés dans chaque tube d’une des séries en hématies de 
poulet, 0,025 ml (distribués 4 la pipette de Kahn) d’une suspen- 
sion du virus contenant 10 doses hémageglutinantes. De méme, 
dans une des séries en hématies O. Les séries jumelles servent de 
témoins. On remet une heure A 37°; la lecture est faite A ce 
moment. 

La suspension de virus a été titrée dans Vheure qui précéde 
sur les hémiaties humaines et les hématies de poulet du méme 
lot, les divers réactifs ¢tant ainsi distribués : 0,25 ml de la 
suspension de virus a dilutions croissantes, puis addition de 
0,25 ml] d’hématies 4 2 p. 100 dans chaque tube. Les deux séries 
(hématies humaines et hématies de poulet) sont portées une heure 
a Pétuve 4 37° pour se mettre dans les conditions du titrage de 
enzyme. 

Primitivement, le virus utilisé a été du virus ourlien. A la 
suite des résultats publiés par Eyquem, Hannoun et Cateigne [7], 
2 souches de virus grippal PR8 et Lee ont été essayées paral- 
lélement au virus ourlien pour plusieurs liquides enzymatiques : 
2 extraits de gélose et 6 liquides allantoiques. Dans chaque cas 
le taux d’inhibition de Vageglutination a été plus faible vis-a-vis 
du virus ourlien (1 4 2 tubes). Dans la suite, les titrages ont 
été faits avec la souche Lee. 


Résuttrats. — Il n’a pas été possible d’obtenir, 4 partir des 
filtrats de gélose, un enzyme dont l’actron dinhibition dépassat 
le 1/600 dans les cas les plus favorables. 

Les liquides allantoiques ont donné des taux d’inhibition 
variables, mais qui ont atteint pour plusieurs d’entre eux 1/1 024, 
1/1 600, 1/2 048, 1/2 560, sur hématies de poulet. 


(3) Des essais faits sur hématies O défibrinées ont donné les mémes 
résultats. 
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De facon habituelle, le taux d’inhibilion était plus bas en 
hématies humaines. 

Dans les séries témoins, tant pour les hématies O que pour 
les hématies de poulet, il a été constaté quatorze fois, dans un 
ou plusieurs tubes correspondant aux plus fortes concentrations 
d@enzyme (pur et parfois jusqu’a 1/8), une hémagglutination 
d’aspect assez voisin de celle donnée par le virus, les tubes 
(émoins hématies ayant sédimenté normalement. 

Ces titrages ont montré la nécessité d’employer les hématies 
d’un méme poulet et d’un méme donneur, les résultats pouvant 
étre trés variables d’un donneur a un autre, quil soit animal 
ou humain. 

L’enzyme titré a été réparti sous de petits volumes (0,3 
4 0,5 ml) et conservé a — 20°. Le titre a été retrouvé aprés 
cing mois de conservation. 


RECHERCHE DES AGGLUTININES T. 


L’enzyme a été employé pour traiter les hématies O en vue 
de la recherche des agglutinines T. 

Pour chaque série de réaction, l’enzyme, bien que de titre 
connu, a été retitré avec les hématies employées pour la réaction, 
et suivant la technique ci-dessus. 

La méthode utilisée pour rechercher les agglutinines T s’inspire 
de prés de celle donnée par Lind : 

Les hématies (lavées trois fois en tampon boraté) sont traitées 
pendant une heure trente a 387° par une dilution convenable 
denzyme, cette dilution ayant été déterminée par le titrage 
préalable avec les hématies du méme lot. Les proportions 
hématies-enzyme dilué sont celles du titrage. 

Par centrifugation (dix minutes 4 3000 tours) on recueille 
le culot d’hématies traitées et on fait, A partir de ce culot, une 
suspension a 0,3 p. 100. 

Chaque fois est vérifiée la non-agglutination par 10 doses 
agglutinantes de virus de ces hématies traitées, en méme temps 
que l’agglutination, dans les mémes conditions, des hématies du 
méme lot mais non traitées. 

Les sérums sont répartis par dédoublements successifs en 
solution salée physiologique boratée. La dilution initiale est 
a 1/10, la dilution dans le dernier tube est a 1/2 560. Le volume 
de sérum dilué dans chaque tube est 0,5 ml. 

Dans chaque tube de sérum sont distribués 0,5 ml de la sus- 
pension a 0,3 p. 100 d’hématies O traitées. 

Parallélement, a titre de témoins, sont répartis pour chaque 
sérum 3 tubes correspondant aux 3 premiéres dilutions, et dans 
lesquels on ajoute 0,5 ml d’hématies O a 0,3 p- 100, du méme 
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lol, mais non traitées par enzyme. Au début, on ulilisait comme 
iémoin une galerie de sérums jumelle de la galerie de réaction. 
Il est apparu quelle pouvait étre ramenée aux trois et méme 
deux premiers tubes seuls. Deux fois seulement il a été constaté 
une agglutination dans ces tubes. 

Les réactions et les témoins sont alors portés a la glaciére, 
selon la technique de Lind et MacArthur [4] et laissés une heure 
trente. La lecture est faite 4 ce moment, au miroir concave at 
par agitation. 

Il est apparu nécessaire d’utiliser les hématies du méme 
donneur, et en outre de mettre dans chaque série de réactions 
des sérums témoins : négatifs (a taux trés bas : O, 1/10 ou 1/20) 
et positifs (ot le taux d’agglutinines T est élevé : 1/1 280 ou 
1/640) et dont le titre a été retrouvé plusieurs fois. 

Quant 4 la dilution d’enzyme utilisée pour traiter les hématies, 
des essais faits sur 12 sérums avec des hématies traitées par des 
dilutions différentes font penser que cette dilution importe peu 
pourvu quelle se tienne dans les limites d’inhibition données par 
le titrage, et assure une inhibition indiscutable de Vhémageluti- 
nation par 10 doses agglutinantes de virus. Des essais faits 
concurremment sur 20 sérums avec: un lot d’hématies traitées 
par une dilution suffisante d’enzyme (taux limite donné par le 
litrage en hématies humaines) et un autre lot d’hématies traitées 
par la dilution d’enzyme immédialtement supérieure (et qui corres- 
pondait au taux limite en hématies de poulet) ont montré, 
d’une part une inhibition incomplete de Vhémagglutination par 
le virus pour les hématies du deuxiéme lot, et pour ces mémes 
hématies une agglutination plus faible (1 a 2 tubes) par les 
sérums étudiés, y compris les sérums témoins. 

Soixante-deux sérums ont été étudiés parallélement a Vétat 
frais et aprés mactivation par chauffage a 56° pendant trente 
minutes. Pour 58, le résultat d’agglutination a été soit iden- 
tique (84), soit légérement décalé (1 tube douteux ou _ posilif 
a 1 +) au profit du sérum frais. Quatre fois seulement le méme 
décalage (1 tube douteux ou positif 4 1+) a été en faveur du 
sérum inactivé, sans que ces différences alent pu éltre rapportées 
4’ une affection déterminée, les 62 sérums provenant de sujets 
atteints de maladies variées (maladies 4 virus, P. A. P., tuber- 
culose). 

La recherche des agglutinines T a été faile sur les sérums 
frais, non chauffés. Les chiffres sont donnés en dilution finale. 


RESULTATS OBTENUS. 


Susers NorMAUX. — Pour 4 d’entre eux, a été trouvé un fitre 
d’agglutinines T 4 1/640 sans qu’aucune explication de ce chiffre 
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élevé soit trouvée. Sept étaient a 1/320 et 22 a 1/160. Pour les 
56 sérums, les agglutinines a froid étaient négatives. 

Etant donnés ces résultats et ceux constatés sur des sérums 
de diverses origines, le chiffre de 1/640 a été retenu comme titre 
de positivité. 

Quarante-six P. A. P. certaines, dont 28 ont des aggluli- 
nines T égales ou supérieures 4 1/640. Les agglutinines actives 
4 froid sont, pour ces 28, positives dix-sept fois et négatives 
onze fois. 

L’agglutination au streplocoque MG a été cherchée quinze fois 
sur 28 et a été cing fois positive, quatre fois coincidant avec 
des agglutinines T et des agglutinines actives 4 froid positives, 
une fois avec des agglutinines T positives et des agglutinines 
actives 4 froid négatives. 

Dix-huit malades avaient des agglutinines T inférieures a 1/640 
coincidant douze fois avec des agglutinines 4 froid positives, six 
fois avec des agglutinines a froid négatives. L’agglutination anti- 
streptocoque MG recherchée dix fois a été deux fois positive avec 
des agglutinines 4 froid positives. 

Pour l’ensemble de ces malades, il est 4 noter que : 

Trois fois le taux d’agglutinines T a été retrouvé positif dans 
deux sérums successifs 4 dix jours d’intervalle, les agglutinines 
a froid restant négatives. 

Trois fois les agglutinines 4 froid étant positives et les agglu- 
tinines T négatives, l’agglutination T s’est maintenue négative 
sur 3 sérums successifs a dix jours d’intervalle. 

Quinze fois il a été possible de suivre Ja variation du titre 
d’agglutination T sur sérums successifs, pris 4 dix ou quatorze 
jours d’intervalle : dans 8 cas le titre a monté, dans 4 il a baissé, 
trois fois il est resté stationnaire, sans qu'il ait été possible 


d’établir un parallélisme avec la variation des agglutinines 
a froid. 


I] faut aussi noter que : 3 des 46 sujets examinés étaient au 
décours de leur maladie, 2 conservaient un titre d’agglutinines T 
4 1/640 et 1/1280, avec, pour le premier, des agglutinines 
i froid négatives et, pour le second, des agglutinines a froid 
positives. 


Quatre des sujets examinés étaient des sujets guéris : 3 d’entre 


eux avaient des agglutinines T a 1/640 et des agglutinines a froid 
négatives, chez le quatriéme, agglutinines T et agglutinines 
a froid étaient négatives. I] faut aussi signaler que: 4 des 
46 sérums de P. A. P. examinés avaient été conservés quatre 
mois a la glaciére (1 a donné 1/640); 7 avaient été conservés 
trois mois (3 ont eu 1/640); 5 étaient des sujets guéris ou au 
décours de leur maladie ; 7 avaient été conservés un A deux mois 
avant d’étre titrés. 
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INFECTIONS A viRUs. — a) RoucEote. — Dix-huit malades : chez 
9 d’entre eux, le titre d’agglutinines T a été trouvé égal ou supé- 
rieur 4 1/640. Pour l’un de ces 9 malades, le sérum examiné 
a trois reprises — les prélévements séparés par huit jours d’inter- 
valle —. a maintenu son taux de 1/1 280; 3 autres malades ont eu 
un titre aussi élevé, mais pour eux un seul échantillon de sérum 
a pu étre obtenu. 

Pour 4 autres malades, le sérum tardif a montré le titre !e 
plus élevé (a 1/640 pour 2 d’entre eux). 

Pour 2 malades, on a pu avoir 4 échantillons de sérums : le 
titre a réguliérement baissé, passant pour l’un de 1/360 a 1/80 
et pour l’autre de 1/160 a 1/40. 


b) Rustote. — Dix malades : pour 2 seulement, le sérum a pu 
étre titré au début de la maladie et a la convalescence. Les deux 
fois, le titre a monté, et atteint 1/640 pour l’un des deux. Tous 
les autres ont été au-dessous de 1/640. 


c) OrerLLtons. — Dix malades pour lesquels un sérum précoce 
et un sérum tardif ont été examinés ; 6 agglutinines T positives : 

Pour 3, ce titre est resté 4 1/640, pour 1 a 1/1 280, dans les 
deux échantillons. 

Pour un malade, le titre est passé de 1/320 4 1/640, pour un 
autre il a baissé de 1/640 a 1/320. 

Quant aux 4 malades chez lesquels le titre était inférieur 
a 1/640, le titre a cependant varié, s’élevant pour 2 d’entre eux, 
s’abaissant pour 1 et restant statiennaire pour le dernier. 


d) Grippes. — II s’agit de 5 sujets pour lesquels le diagnostic 
a été établi par la ‘positivité des réactions d’inhibition de |’hémag- 
glutination et fixation de complément. On trouve pour eux deux 
sérums ayant un titre d’agglutination a 1/1 280. Ils ne contenaient 
pas d’agglutinines pour les hématies a froid. 


e) OrNiITHOSES. — Quatre malades : chez 1 seul le titre d’agglu- 
tinines T est positif, et a été trouvé dans deux sérums successifs 
a 1/640 et 1/1 280. 


f) Héparites a virus. — Un seul malade pour lequel le premier 
sérum a titré 1/320, le second, trois semaines aprés, 1/640. 


g) MononucLiOsE INFECTIEUSE. — Deux cas, dont un a 1/640. 
h) Herrzs. — Un seul cas; titre 4 1/160. 


i) ENCEPHALOPATHIES DE L’ENFANT D’ORIGINE INDETERMINEE. — 
Deux malades : 1 titre a 1/640. 
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SyNDROMES FRUSTES, CLASSES « ETAT GRIPPAL » SANS CONTROLE 
nioLoGiovE. — Vingt-quatre malades chez lesquels la recherche 
des agglutinines a froid a été négative, de méme que Paggluti- 
nation du streptocoque MG. Chez 10 d’entre eux, le titre d’agglu- 
lination T a été égal a 1/640 (six fois) et a 1/1 280 (quatre fois). 

Trois malades, par contre, pour lesquels les agglutinines a 
froid étaient positives, le taux d’agglutinine T étant de 1/320 
pour l’un et de 1/160 pour les deux autres. Ce titre de 1/160 
a été, pour 1 malade, retrouvé sur trois échantillons de sérums, 
\ huit jours d’intervalle, a ces échantillons correspondant des 
agglutinines A froid de 1/80 et 1/40. 

Un malade pour lequel il y a concordance entre des agglu- 
tinines T élevées (1/640) et une agglutination au streptocoque MG 
positive (1/40). 


PNEUMOPATHIES BANALES DIVERSES-. — Trente et un malades pour 
lesquels 7 ont un titre en agglutinines T 4 1/640 ; pour aucun 
d’eux on ne décelait d’agglutinines actives a froid. 

PRIMO-INFECTIONS TUBERCULEUSES. — Huit malades : 3 ont eu 
un titre d’agglutinines T 4 1/1 280. Pour Pun d’eux, ce titre a 
été retrouvé sur quatre échantillons de sérums prélevés a un 
intervalle maximum de deux mois. 


MALADES POUR LESQUELS AVAIT ETE DEMANDEE LA RECHERCHE 
D’ HEMAGGLUTINATION TUBERCULEUSE. — On y trouve des ménin- 
gites tuberculeuses traitées, et des sujets atteints d’affections 
oculaires. 

En tout 18 malades : 2 ont eu un titre d’agglutinines T a 1/640 
(dont 1 ayant 1/32 a la réaction de Middlebrook-Dubos). 


TUBERCULOSES DIVERSES. — Vingt-huit malades, dont 11 ont des 
agglutinines T supérieures ou égales a 1/640 (1 a 1/2560, 
4 a 1/1280, 6 4 1/640). Un seul a également des agglutinines 
a froid positives. Chez un autre, ou les agglutinines actives a froid 
sont absentes, les agglutinines T sont a 1/320. 


AFFECTIONS DIVERSES. — Cinquante malades pour lesquels on 
releve 6 titres d’agglutination T égaux ou supérieurs a 1/640 et 
correspondant a: 2 splénomégalies dont 1 a eu des agglutinines 
a froid positives ; 2 angines dont 1 accompagnée d’un syndrome 
pneumonique de la base du poumon ; 1 adénite cervicale ; 1 para- 
typhoide a para B. 

Outre ces 50 malades, il faut noter : 1 sujet atteint d’ épanche- 
ment pleural d'origine indéterminée, et chez lequel les ageluti- 
nines T sont négatives ; 1 ancien pleurétique chez lequel, au cours 
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d’un syndrome pulmonaire, le titre en agglutinines T a été de 
1/2 560. 


Ex resume. — De Vensemble de nos observations ressortent 
deux constatations qui sont en contradiction avec les faits publiés 
i ce jour ou du moins connus de nous. 

1° La premiére concerne la réaction chez les sujets atteints de 
P. A. P. — Contrairement a ce qui avait été rapporté par Lind 
et coll. [4] et signalé par Cateigne et coll. [2], nous n’avons jamais 
constaté de taux trés élevés d’agglutinines T (maximum 1/2 560) 
chez les malades atteints de P. A. P. En outre, un nombre assez 
important d’entre eux (18 sur 46) ont une réaction négative, alors 
que les hémagglutinines actives a4 froid sont présentes dans ces 
mémes sérums, et les agglutinines du streptocoque MG présentes 
également pour 5 sérums sur 15 examinés. 

Toutefois, on doit noter que pour les 4 sujets dont la P. A. P. 
s'accompagnait de la positivité simultanée de ces deux derniéres 
réactions, les agglutinines T étaient retrouvées a un taux qui, 
compte tenu de ceux indiqués par Lind et coll. [4], pouvait étre 
considéré comme significatif. 

En outre, si l'on compare les résultats positifs donnés par les 
trois réactions d’agglutination proposées pour le diagnostic des 
P. A. P. et mises en ceuvre chez nos 46 malades étiquetés 
P. A. P. par les mémes médecins, on constate qu’elles se classent 
dans l’ordre suivant: agglutinines a froid, 29; agglutinines T, 
28; agglutinines anti-Strepto MG, 7. Peut-étre la gravité de 
l'affection intervient-elle pour provoquer un pourcentage élevé 
d’agglutinations T positives, comme elle le fait pour les autres 
réactions, ainsi que cela a été diment établi aux U.S. A. et que 
l'un de nous (Sohier et coll. {8]) l’a retrouvé en France. 

On pourrait, en outre, objecter qu’un diagnostic n’est pas 
toujours facile a affirmer, méme d’aprés des signes cliniques et 
radiologiques paraissant justifier le classement de la P. A. P. 
parmi les affections dues 4 des ultra-virus, et que certains des 
‘malades dont nous avons titré le taux d’agglutinines T n’étaient 
pas atteints de pneumopathie primitive atypique. Mais cette 
réserve doit étre faite pour les autres réactions sérologiques. 

Quoi qu’il en soit, le nombre de réactions positives pour les 
agglutinines T, voisin de celui trouvé pour les agglutinines a 
froid, et nettement supérieur au nombre de séro-agglutinations 
positives pour le streptocoque MG, pourrait faire considérer la 
méthode qui fait lobjet de cette étude comme valable pour un 
diagnostic. Mais d’autres observations rendent impossible une 
telle affirmation. 

2° La deuxiéme constatation, qui differe de celles rapportées 
précédemment, concerne des maladies autres que les P. A. P. et 
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les sujels normaux. — Un pourcentage élevé de sujets alles 
d’affections autres que la P. A. P., du moins cliniquement et 
radiologiquement, ont dans leur sérum un taux d’agglutinines I 
égal a celui observé dans cette maladie (égal ou supérieur 
a 1/640). 

En éffet, prés de la moitié des sujets ayant la rougeole, les 
oreillons, une grippe vraie (authentifiée par des réactions biolo- 
giques) ou souffrant d’un état infectieux a forme grippale, ont 
un sérum agglutinant 4 ce taux ou 4 un taux supérieur. Et, dans 
une proportion plus faible, mais cependant non négligeable, les 
tuberculeux divers. 

Enfin, chez les sujets normaux on constate que 4 sérums sur 
56 agglutinent les hématies traitées par l’enzyme, lorsqu’ils ont 
été dilués a 1/640. 

Certes, ce pourcentage est nettement inférieur a celui des sujets 
malades et en particulier 4 ceux atteints d’infections a virus, 
mais il demeure supérieur A celui trouvé dans la méme popu- 
lation (Sohier et coll. {8]) pour la réaction des agglutinines a 
froid (1,01 p. 100) et pour le streptocoque MG (5,05 p. 100). 

On en viendrait 4 se demander si une cause d’erreur n'est pas 
intervenue dans la mise en ceuvre de la méthode, mais, l’avant 
cherchée, nous ne l’avons pas trouvée. 

Cette hypothése écartée, il resterait a expliquer les différences 
observées entre les résultats rapportés par Lind et coll. [4] et 
ceux indiqués par Cateigne et coll. [2], par le nombre nelltement 
plus élevé de contréles que nous avons effectués. Peut-étre 
d’autres observateurs ont-ils noté les mémes divergences et. 
Vayant fait, ont abandonné la méthode. Mais ne vaut-il pas mieux 
publier ces échecs, méme s’ils doivent é¢tre ultérieurement imputés 
a une erreur de technique ? C’est la solution que nous avons cru 
pouvoir adopter. 


En conciusion, les agglultinines T ont été recherchées dans 
320 sérums en suivant, dans toute la mesure possible, la tech- 
nique indiquée par Lind et coll. tant pour le choix de la souche 
que pour l’obtention de enzyme, son titrage, sa fixation sur les 
hématies, enfin l’agglutination des hématies ainsi préparées. 

Si la réaction est apparue positive dans un pourcentage de 
cas voisin de celui observé pour les agglutinines a froid et nette- 
ment supérieur au taux de positivité de la séro-agglutination pour 
le streptocoque MG, et si lorsque ces deux derniéres réactions 
étaient positives, celle des agglutinines T l’était également, il ne 
semble pas que ]’on puisse attendre de cette méthode des indi- 
cations diagnostiques utiles dans la mesure ow les contréles que 
nous avons effectués peuvent étre pris en considération. 


En effet, si le pourcentage de sujets normaux avant dans leur 
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sérum un taux d’agglutinines T égal a celui trouvé au cours des 
P. A. P. n’est pas beaucoup plus grand que celui observé pour 
les anticorps qui provoquent l’agglutination des hématies a froid 
et celles du streptocoque MG, par contre, le nombre de malades 
atteints d’affections autres que la P. A. P,, et en particulier 
dinfections a virus, est apparu proportionnellement trés élevé. 

Il importera de préciser si ces constatations sont dues a une 
erreur de technique — qui n’a pas pu étre décelée cependant — 
ou si des recherches analogues conduites sur un nombre suffisant 
de sujets font. apparaitre les mémes constatations, et de ce fait 
enlévent a la réaction des agglutinines T une signification sinon 
pour l'étude du phénoméne d’agglutination des hématies, du 
moins pour le diagnostic des P. A. P. en pratique courante (*). 
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CONTRIBUTION 

A L’ETUDE DES ANTICORPS 
DECELES A L’AIDE DES GLOBULES ROUGES 
TRAITES PAR UN ENZYME PROTEOLYTIQUE 


par P. RUGGIERI et A. EYQUEM (’). 


(Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins, 
Service R. Dusarric pe LA Riviire, Institut Pasteur.) 


La recherche des hémagglutinines actives sous forme incom- 
pléte a été grandement facilitée durant ces derméres années par 
Putilisation de globules rouges traités par un enzyme protéo- 
lytique. Par définition, ces anticorps se fixent sur les globules 
rouges normaux mis en suspension aqueuse isotonique sans les 
agelutiner ; il y.a dans les mémes conditions agglutination lorsque 
les globules rouges ont été préalablement traités. Les virus du 
groupe grippe-maladie de Newcastle peuvent produire une action 
préparante analogue sur les globules rouges (Burnet et McCrea, 
1946); de méme que Venzyme RDE du _ vibrion cholérique 
(Pickles) ou la trypsine (Morton et Pickles), différents enzymes 
se sont révélés utilisables : la pepsine et l’érepsine (Quilligan), 
la chimiotrypsine, la bromeline, les venins de serpents, les extraits 
de certains fruits, comme |’ananas (Wheeler, Luhby et Scholl) ou 
la papaine (IKunhs et Bailey). 

Certaines études ont permis de préciser la transformation subie 
par les globules rouges sous l’action de la trypsine. L’examen 
de sérums humains contenant des agglutinines de type anti-D ou 
des auto-agglutinines, chez des malades atteints d’anémie hémo- 
lytique acquise, a montré que le titre vis-a-vis de globules rouges 
iryps:nisés était souvent supérieur 4 celui obtenu A l’aide de la 
réaction indirecte de Coombs. Les iso-hémagglutinines de type 
anu-M ou anti-N, anti-Duffy ou anti-Kell, au contraire, ne sont 
pas décelées 4 un titre plus élevé ou méme ne sont plus mises 
en évidence a l'aide de globules rouges traités (Pickles, Rosen- 
field et Vogel ; Eyquem). 

Nous avons antérieurement signalé au cours d’une étude effec- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1952. 
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tuée avec Michel Saint-Paul (1951) que le traitement des globules 
rouges par la trypsine permettait de mettre en évidence des 
hétéro-immun-ageglutinines 4 un titre plus élevé que vis-a-vis de 
globules rouges normaux. I] en est ainsi du sérum de lapin anti- 
érythrocytes humains, des iso-immun-agglutinines produites chez 
le chat ou des iso-immun-agglutinines de type anti-A chez le 
chien. 

Nous avons comparé dans un premier temps, l’agglutinabilité 
de différents globules rouges humains traités parallélement par 
la trypsine purifiée ou obtenue par précipitation au_ sulfate 
d’ammonium et l’enzyme obtenu par purification de la papaine 
brute. Nous avons observé que l’agglutinabilité vis-a-vis d’un 
méme anti-sérum des globules rouges Rh positifs traités dans 
des conditions analogues était plus grande dans le cas de Ja 
papaine. L’agglutination était supérieure de 3 a 6 dilutions a 
celle obtenue a l’aide de globules rouges traités par la trypsine. 

Nous avons done entrepris d’examiner l’activité de certaines 
hémagglulinines naturelles ou oblenues par immunisation vis- 
a-vis de globules rouges traités par la papaine. 

Les globules rouges fraichement prélevés sur citrate de soude, 
par ponction cardiaque ou veineuse, sont lavés trois fois a4 eau 
physiologique, mis en suspension a 20 p. 100 dans de leau 
physiologique et mis en contact avec la solution de papaine 
obtenue par dissolution d’un échantillon de 50 mg de poids sec 
pour 5 cm* de solution tampon a pH 7,2. Les globules sont traités 
pendant soixante minutes a 387° puis lavés deux fois 4 Veau 
physiologique et remis en suspension a 2 p. 100. Ils sont répartis 
a la dose de I goutte pour des dilutions croissantes de sérum 
sous un volume de 0,3 ml. L’agglutination est lue macroscopi- 
quement au miroir concave, aprés une heure de séjour au bain- 
marie 4 37°. Une deuxiéme lecture est faite aprés deux heures, 
dans les mémes conditions, en ayant soin d’éviter tout refroidis- 
sement des tubes. En effet, l’agglutination 4 une température 
inférieure A 20° est bien souvent non spécifique, de méme que 
Vageglutination a 37° avec des dilutions de sérum inférieures 
au 1/4. 

Les résultats que nous avons obtenus peuvent étre ainsi 
résumés : 

A. Pour les iso-agglutinines. — Chez le chien, nous avons 
constaté que deux iso-immun-agglutinines de type anti-A présen- 
taient vis-a-vis des globules rouges de chien papainés un titre 
plus élevé de 4 dilutions que vis-a-vis de globules rouges 
normaux. Dans les deux cas, il existait un phénoméne de zone 
dans les trois premiers tubes. Les autres types d’agglutinines 
anti-B, anti-C ou anti-D ne présentent pas de titre plus élevé. 

Chez le mulet, les iso-agglutinines naturelles sont décelées 
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avec un titre plus élevé de 2 dilutions vis-a-vis de globules 
rouges papainés. tea 

Chez le chat certaines iso-immun-agglutinines présentent, vis- 
a-vis de globules rouges papainés, un titre supérieur de 4 a 
7 dilutions. 

Chez les singes, les chevaux, les moutons, les poulets, les 
pigeons et les canards nous n’avons pas constate de différence 
de titre entre les globules rouges traités et les globules rouges 
normaux. 

Les sérums de juments mulassiéres présentent un titre supé- 
rieur de 3 dilutions vis-a-vis des globules rouges d’ane papainés. 

Chez les poules, nous avons constaté l’existence d’iso-agglu- 
linines naturelles dont le titre peut étre augmenté par iso-immu- 
nisation. Ces iso-agglutinines sont actives vis-a-vis des globules 
rouges normaux d’embryon de poulet. Le traitement de ces 
globules rouges par la papaine les rend inagglutinables lorsqu’ils 
proviennent d’embryons agés de 12, 14, 16 ou 19 jours. Au 
contraire, les globules rouges provenant d’embryons agés de 
21 jours ne présentent pas de modification de leur agglutinabilité 
aprés traitement par la papaine. Chez les poussins agés de 
12 jours les globules rouges traités par la papaine sont agglutinés 
avec 2 dilutions de plus par les iso-agglutinines. 

B. Pour les hétéro-sérums. — Vis-a-vis des globules rouges de 
mouton, nous avons constaté que le sérum de lapin anti-globules 
rouges de mouton présente un titre supérieur de 2 a 5 dilutions 
vis-a-vis de globules rouges papainés. Le sérum de cheval anti- 
mouton présente un titre supérieur de 2 dilutions. 

Si, chez le mouton et la chévre, il a été possible, avee P. Millot, 
de mettre en évidence des hétéro-agglutinines actives sur les 
globules rouges de l'autre espéce, il n’a pas été possible d’obtenir 
des titres agglutinants plus élevés en se servant de globules rouges 
homologues papainés au cours de l’examen de sérum d’animaux 
immunisés. 

Les sujelts atteints de mononucléose infectieuse ne présentent 
pas de titre plus élevé vis-a-vis de globules rouges papainés 
provenant de mouton ou de chévre. Par contre, le sérum de ces 
malades peut agglutiner les globules rouges papainés de certains 
beeufs & un taux plus élevé que les globules rouges normaux, 
comme nous l’avons vu avec M™ Podliachouk. 

_Le sérum de lapin anti-globules rouges de chat présente un 
litre légérement supérieur vis-a-vis de globules rouges papainés. 

De méme, vis-i-vis de globules rouges homologues papainés 
le sérum de lapin anti-globules rouges de chien présente un titre 
supérieur de 2 dilutions, et le sérum de lapin anti-globules rouges 
de boeuf présente la méme différence. 


Vis-a-vis des globules rouges humains papainés, le sérum de 
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lapin immunisé a l’aide de globules rouges humains normaux 
présente un titre supérieur de 6 4 7 dilutions par rapport. aux 
globules rouges normaux. Les globules rouges traités successi- 
vement par le RDE (enzyme de vibrion cholérique) et la_papaine 
présentent une ageglutinabilité aussi élevée. 

Ce méme sérum présente un titre un peu moins élevé lorsque 
les globules rouges ont été traités par la trypsine. 

Dans les deux cas on constate ]’existence d’un phénomene de 
zone dans les trois premiers tubes. 

Le sérum de lapin immunisé a l’aide de globules rouges 
humains trailés par le RDE. présente un phénoméne de zone 
vis-a-vis de globules rouges traités par le RDE et vis-a-vis de 
globules rouges traités par la papaine. Lorsqu’on réalise la dilu- 
tion dans du dextran ou de l’albumine de beeuf, il présente un 
titre plus élevé que vis-a-vis des globules rouges normaux. 

Le sérum de lapin immunisé 4 l’aide de globules rouges 
humains papainés présente un phénoméne de zone vis-a-vis des 
globules rouges humains papainés et un titre supérieur de 
7 dilutions par rapport aux globules normaux. I] présente aussi 
un titre plus important vis-a-vis des globules rouges de singe 
papainés que vis-a-vis des globules rouges de singe normaux. 

Le sérum de lapin immunisé vis-a-vis de globules rouges traités 
par le periodate de potassium ne présente pas de différence de 
titre entre les globules rouges normaux ect les globules rouges 
traités par le periodate. 

En effectuant les épreuves d’absorption a l'aide de globules 
rouges traités, on peut individualiser différentes hétéro-agglu- 
tinines et mettre en évidence une agglutinine vis-a-vis des globules 
rouges papainés distincte de l’agglutinine active vis-a-vis des 
globules rouges traités par le RADE. 

Il était important de savoir si l’agglutinine élaborée au cours 
de immunisation de lapin par des globules rouges papainés était 
encore active sur les globules rouges normaux, aprés absorption. 
Nous avons pu mettre en évidence la fixation de l’agglutinine de 
lapin anti-globules rouges normaux a l’aide de la réaction indirecte 
de Coombs en utilisant du sérum de cobaye anti-sérum de lapin. 

La capacité d’absorption des immunsérums a été étudiée suivant 
la technique de Wurmser et a permis de confirmer |’existence de 
différences entre les anticorps actifs vis-a-vis de globules rouges 
traités par le RDE et les globules rouges papainés. Ainsi, le 
sérum de lapin immunisé a l’aide de globules rouges humains 
papainés et absorbé avec des globules rouges traités par le RDE 
est encore actif vis-a-vis des globules rouges papainés. 

Le sérum de lapin anti-globules rouges normaux absorbé avec 
les globules rouges traités par la papaine posséde encore une 
agglutinine vis-a-vis de globules rouges traités par le RDE. 
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Ce méme sérum absorbé a 20° A l'aide de globules rouges 
traités par la papaine et par le RDE est encore actif sur les 
globules rouges traités de la méme maniére, a la température 
de 4°. La méme absorption a 4° entraine toutes les agglutimines. 

Nous avons examiné le sérum d’un certain nombre de sujeis, 
atteints d’anémie hémolytique acquise, vis-a-vis de globules 
rouges traités par le RDE, la papaine et le periodate. Nous avons 
constaté que la papaine permet de révéler des auto-agglutimimes 
4 un titre supérieur a celui obtenu avec la trypsine, le RDE ou 
le periodate de potassium. Le traitement successif des globules 
rouges par la papaine et le RDE ne fournit pas de titre plus 
élevé. Le traitement par le periodate seul révéle un anticorps de 
faible titre. Le traitement successif par le periodate et la papaine 
diminue l’agglutinabilité des globules rouges de 2 dilutions. 

En étudiant la capacité d’absorption des globules rouges traités 
par la papaine vis-a-vis des auto-anticorps d’anémie hémolytique 
acquise, nous avons constaté que ces globules rouges avaient une 
capacité d'absorption plus grande que les globules rouges 
normaux. Ces résultats s’accordent avec ceux obtenus indépen- 
damment par Wheeler et Hubinont qui ont signalé que les globules 
rouges trypsinisés présentaient un pouvoir d’absorption des anti- 
corps incomplets de type anti-Rh plus élevé que celui des 
globules rouges normaux. 

Nous avons étudié laction favorisant lagglutination des 
globules rouges papainés en utilisant comme milieu de dilution 
différents sérums. Nous n’avons pas constaté de différences 
notables en metiant en suspension les globules rouges utilisés dans 
les différents milieux suivants : sérum de lapin, cheval, mulet. 
chien, mouton, chévre, poulet, rat, cobaye, singe, albumine 
d’ceuf. 

Nous avons tenié de produire chez un certain nombre d’ani- 
maux un syndrome d’auto-immunisation en réinjectant au méme 
individu ses propres globules rouges traités. 

Chez 1 singe, 10 cobayes et 4 lapins auxquels on réinjectait 
par vole intrapéritonéale leurs globules rouges prélevés par 
ponction veineuse ou cardiaque, sans citrate, 4 raison d’une 
injection par semaine pendant quarante-cing jours, nous n’avons 
consiaté aucun signe de déglobulisation ou d’anémie. 

Pendant deux mois, nous avons immunisé deux M. cynomolgus 
en leur réinjectant leurs propres globules rouges prélevés par 
ponction veineuse et iraités par la papaine trois fois par semaine. 
Nous n’avons pas constaté de modification hématologique ou 
immunologique imporianie. 

A l'aide de sérum de lapin immunisé a l'aide de globules 
rouges humains papainés, il nous a été possible de faire une 
numération différentielle des globules rouges normaux et des 
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globules rouges papainés aprés avoir réalisé une absorption des 
agglutinines actives sur les globules rouges normaux. 

Nous avons pu, a l’aide de ce sérum, étudier la survie des 
globules rouges papainés provenant du singe et réinjectés par vole 
intraveineuse. Nous avons constaté une élimination rapide des 
globules rouges injectés sans atteinte des globules rouges non 
traités. Le processus hémolytique ne pouvait pas étre entretenu 
par injections de solution de papaine. 

Chez un M. cynomolgus qui n’avait pas été immunisé antérieu- 
rement, nous avons étudié la survie de ses propres globules 
rouges prélevés par ponction veineuse et traités par le RDE. 
Nous avons constaté que les globules rouges qui avaient été 
injectés sous un volume de 120 cm* pour un singe pesant 5 kg 
étaient éliminés régulicrement pendant les quarante-cinq heures 
qui suivaient leur injection. La courbe d’élimination avait la 
forme d’une droite et non celle d’une hyperbole. 

Nous avons tenté de mettre en évidence les différences existant 
entre les anticorps complets et les anticorps incomplets, en nous 
servant de la méthode de Renoux, quia pu distinguer ces deux 
types d’anticorps actifs sur les Brucella. 

Cette méthode consiste 4 utiliser une solution a 5 p. 100 de 
chlorure de sodium pour supprimer le phénoméne de zone. Nous 
avons constaté que cette solution supprime le phénoméne de zone 
existant dans le titrage dé certains sérums d’anémie hémolytique 
acquise. Nous avons constaté que les anticorps complets se fixent 
électivement sur les globules rouges mis en suspension dans une 
solution de chlorure de sodium 4 5 p. 100. Ce milieu permet aussi 
le fractionnement des anticorps complets et incomplets, car ces 
derniers ne sont pas absorbés sur les globules rouges. Les 
globules rouges qui ont fixé l’agglutinine d’anémie hémolytique 
sont traités par la papaine pendant une demi-heure 4 387°. On 
constate que la destruction de l’anticorps se fait au bout de 
trente minutes. 

Les globules rouges ayant fixé lanticorps et l’ayant libéré aprés 
une élution a 56° pendant dix minutes se révélent incapables de 
fixer un anticorps analogue. On peut suivre l’élution de l’anti- 
corps a l’aide de la réaction directe de Coombs. On constate que 
les globules rouges traités par la papaine présentent aussi une 
élution de l’anticorps aprés dix minutes 4 56° en utilisant un 
sérum anti-globulinique absorbé vis-a-vis de globules rouges 
papainés. 
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LINTERVENTION DE L’OXYGENE EN RADIOBIOLOGIE 


par J. LOISELEUR. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie-Physique). 


Dans tout un ensemble d’expériences, l’action des rayons X 
résulte de la radio-activation primaire de l’oxygéne moléculaire, 
initialement présent a |’état dissous dans le milieu irradié. 


J. — INTERVENTION DE L’OXYGENE 
DANS LES RADIO-REACTIONS « IN VITRO ). 


Nous allons examiner rapidement (1) Virradiation de milieux 
de plus en plus compliqués et nous constaterons, chaque fois, 
que la présence préalable de l’oxygéne est indispensable 4 |’effi- 
cacité de l’irradiation. 

1° L’expérience initiale, réalisée en collaboration avec 
R. (Latarjet (1), consiste a irradier une solution aqueuse de quinhy- 
drone enfermée dans une boite de verre mince munie d’un fil de 
platine. En présence d’oxygéne, l’irradiation entraine I|’élévation 
du potentiel (courbe 1) par suite de la radio-oxydation de l’hydro- 
quinone en quinone : 


E’) quinone > E’) quinhydrone. 
Au contraire, en l’absence d’oxygeéne, le potentiel reste stable : 


ce gui signifie que le systeme reste inchangé et que Virradiation 
(courbe 1) a été inefficace. 


2° L’irradiation de l’eau pure [2, 3, 7] — cas apparemment 
simple ot! eau oxygénée constitue le produit final de la radio- 
réaction — conduit au résultat suivant : 
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600 000 r sur eau saturée d’oxygéne (pH =7). . 6 mg par litre. 
600 000 r sur eau privée d’oxygéne (pH = 7). . 0,24 mg par litre. 


Comme dans |’expérience précédente, |’efficacité de l’irradiation 
— c’est-a-dire son rendement en eau oxygénée — dépend de !a 
présence de l’oxygéne. 

3° D’une facon générale, toute irradiation effectuée en présence 
d’oxygéne entraine une action peroxydasique. 


(1) Les détails expérimentaux sont exposés dans les mémoires 
indiqués. 
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Il est tres facile d’observer directement le phénoméne en ira- 
diant les réactifs des peroxydases {20}. 

Le réactif Nadi, la benzidine, le pyrogallol, l’adrénaline, elc., 
développent, en présence des peroxydases, des réactions colorées 
mesurables au photocolorimétre. Ces mémes réactions colorées 
apparaissent immédiatement quand on irradie les réactifs précé- 
dents en présence d’oxygéne (courbe 2). Mais, en V’absence 
d’oxygéne, on n’observe plus rien : la encore, Veffet des rayons X 
est devenu inefficace. 

4° Si, maintenant,.nous irradions la solution aqueuse d’une 


100 pe 
en présence de 02 SF 


G e 
Sis 
90 o¢ 


Ke Quinone 


Potentiel-Pt 


ee 
' 10 20 30 min, 
Durée de l'irradiatim (40.000r/min.) 
CourBE 1, — Variation du potentiel (Pt-électrode calomel) au cours de lirra- 
diation de la quinhydrone en présence — ou en l’absence — d’oxygéne 


(par Ka de Mo, 4 pH = 6). 


substance organique, cetle substance se comporte comme un 
« accepteur » pour l’oxygéne radio-activé et se transforme en 
hydroperoxyde du type R-CO-O-OH [4, 6}. 

Irradions d’abord des acides organiques (acides crotonique 
succinique, fumarique) en solutions aqueuses de 10-* a 10—M. 
Nous constatons la formation des peracides correspondants soit 
par la réaction avec le mélange KI + amidon, soit par l’aug- 
mentation du pH (la dissociation du peracide étant inférieure A 
celle de V’acide correspondant). 

On constate un résultat analogue en irradiant des aldéhydes 
(acétique, benzylique) ou des alcools (méthylique, éthylique). 
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5° Les acides aminés (glycocolle, alanine, leucine, acide 
aspartique, lysine) fonctionnent également, grace a leur groupe 
carboxyle, comme accepteurs d’oxygéne : l’irradiation les trans- 
forme en peroxydes. 

Fait important : les acides aminés se prétent encore ala forma- 
tion de peracides quand ils sont enclavés dans une molécule 
protéique [5]. Le sérum de cheval, l’édestine présentent, aprés 


0,075 


Irradiation en présence a 
d'oxygéne 


Irradiation en ltabsence d'oxygéne 


- - - - --0--- - ---0-------@-____i¢ 


Densité optique 


Dose administrée 


1.000.000r 


250.000r 


Covrse 2. — Variation sur la densité optique au cours de V’irradiation 
de l’acide gallique (pH = 2,91) en présence — ou en |’absence — de |’oxygéne. 


irradiation, la réaction des peroxydes, phénoméne a retenir pour 
interpréter l’attaque d’une cellule par le rayonnement. 

6° L’irradiation de la toxine tétanique [8] entraine la lésion d’un 
nombre limité de molécules toxiques et exerce sur la toxicité un 
effet comparable 4 celui d’une dilution définie de Ja toxine initiale. 

Comparons l’effet des rayons X sur cette toxine en opérant 
Virradiation sous barbotage d’oxygéne ou d’azote 

DOSE MORTELLE POUR LA SOURIS 


Toxine nonirradiée....... » » 0,5 cm? de dilution au 1/50 000. 


Toxine irradiée (2.10° r) sous barbo- 
tage d OXVSeNO st te a 
Toxine irradiée (2.10% r) sous barbo- 


NAGONM AZOLE, | fe ne oN 


0,5 cm® de dilution du 1/30 au 1/35 000. 


0,8 cm? de dilution du 1/40 au 1/45 000. 
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Par conséquent, dans ce cas compliqué de la toxine tétanique, 
nous constatons encore Jlintervention de VToxygéne, puisque 
labaissement de son taux diminue la radiosensibilité : résultat 
d’autant plus intéressant que |’élimination de loxygéne, par ce 
barbotage d’azote, est assuré dans des conditions expérimentales 
moins satisfaisantes que dans les expériences précédentes. 

La conclusion de ces expériences est que la présence de l’oxy- 
gene y est indispensable a U'action des rayons X, laquelle appa- 
rait comme une radio-oxydalion. 

Voici maintenant le corollaire de cetle proposition. 


Il. — Privenrion DES RADIO-OXYDATIONS. 


En effet, si tout ce qui précéde est exact, il doit étre possible 
d’annuler les effets de lirradiation en bloquant l’oxygéne radio- 
activé, L’expérience a été réalisée de deux facons différentes : 

1° Tout d’abord, dans Virradiation de Veau pure saturée 
d’oxygéne, la formation de l’eau oxygénée est diminuée par la 
présence d’un anti-oxygéne tel que l’oxychlorure de carbone [9] ° 
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Eau saturée.d’oxygéne . 2. . «ve 3,3 mg par litre. 
nau saturée d’oxygéne + CUCI,. . ....... 0,5 mg par litre. 


Cette action inhibitrice résulte d’une réaction couplée de 
Voxychlorure avec l’oxygéne radio-aclivé et les ions (ou radicaux 
libres) H+, le phosgéne détournant 4 son profit Poxygéne activé, 
et ceci au détriment de la formation d’eau oxygénée : 

PES see H+ HCl 
Stet OOO the - 
Nel H+ HCL 

2° Voici une expérience encore plus démonstrative, réalisée 
avec la strychnine {10], laquelle constitue un objet d’étude inté- 
ressant, par suite de la régularité de sa toxicité pour la Souris. 
L’effet de Virradiation, en présence d’oxygéne, se traduit par une 
diminution de la toxicité consécutivement a la transformation en 
génostrychnine, dérivé oxydé et moins toxique nécessitant l’admi- 
nistration d’une quantité plus élevée pour entrainer la mort : 


DOSE MORTELLE 
pour la souris de 20 ¢ 


Strychnine non. igradi6e.- 2, fete aS 0,030 m 
strychnine urradioe (10° ti. ace a. aren eee eee > 0,12 mg 


Si Pon répéte maintenant Virradiation en dissolvant une autre 
molécule dans la solution de strychnine, on constate que 
1° si cette molécule est quelconque, l’effet de l’irradiation est 
inchangé, en entrainant la méme diminution de la toxicité ; 2° au 
contraire, si cette molécule est un accepteur d’oxygéne, la 
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strychnine conserve sa toxicité initiale, c’est-a-dire que l’irradia- 
tion a été inefficace : 
DOSE MORTELLE 


Strychnine irradiée en présence de NO,Na. ..... . > 0,14 mg 
Strychnine irradiée en présence de NO,.Na ...... 0,05 mg 
Strychnine irradiée en présence de (SO,),Fe. .... . > 0,15 mg 
Strychnine irradiée en présence de SO,Fe....... 0,04 mg 


L’efficacité des rayons X présente donc une différence essen- 
tielle selon qu’on opére en présence du nitrate ou du nitrite d’une 
part, des sulfates ferrique ou ferreux d’autre part. 

Ces expériences confirment d’abord la notion initiale de |’inter- 
vention de l’oxygéne. Mais elles ont surtout l’intérét d’apporter 
une base expérimentale pour la protection contre les rayons X. 


III. — M&canIsME DE L’ACTION BIOLOGIQUE DES RAYONS X. 


Examinons maintenant comment les expériences précédentes 
permettent d’envisager l’attaque des rayons X sur une cellule. 


epee asok os 


ost 
MS : 
a PROTEINE 


02 <<" 02 


Scuima 3. — Répartition moyenne de l’oxygéne 
autour d’une molécule protéique dans l’organisme. 


Yout d’abord, la durée d’activation de l’oxygéne étant trés 
courte, cet oxygéne doit oxyder n’importe laquelle des molécules 
qui se trouvent dans son rayon d'action, c’est-a-dire dans une 


sphére d’un rayon maximum de 5 A. La cellule ne sera lésée 
que dans le cas ot la molécule qui vient d’étre radio-oxydée 
est un constituant essentiel. 

Essayons de fixer les idées par un schéma approximatif. 
Admettons que, pour un homme de 70 kg, ses 5, 6 1 de 
sang livrent 4 l’organisme, par minute, 829 cm*® d’oxygéne. Il en 
résulte qu’une cellule, supposée cubique et avec des cétés d’une 
longueur de 1 p, contient 3.10° molécules de O,. Ce qui signifie 
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que les molécules d’oxygéne sont espacées par un écartement 


° r . . 
moyen d’environ 150 A. Il en résulte la représentation suivante 
(schéma 3). Introduisons maintenant, dans ce schéma, une molé- 


cule protéique d’un diamétre de 50 A. On voit tout de suite 
ordre de la probabilité pour que cette molécule tombe dans Ja 
sphére d’action d’un oxygéne activé. Finalement, cet ordre de 
grandeur cadre avec la théorie de la cible de A. Lacassagne [11] 
et Fr. Holweck [42]. 


IV. — PRotTecTrIoN D’UN ORGANISME 
CONTRE LES EFFETS D'UNE IRRADIATION ULTERIEURE. 


Tout aussi facilement que la strychnine a pu étre protégée par 
la présence du nitrite de Na ou du sulfate ferreux, il est possible 
d’augmenter la radiorésistance d’une cellule en y élevant arti- 
ficiellement sa teneur en accepteurs d’oxygéne. L’accepteur 
choisi doit évidemment étre diffusible dans la cellule. Voici ce 
qui est obtenu avec le glucose, résultat 4 rapprocher de ceux de 
Dale avec la thiourée {45], de Patt avec la cystéine (a6) "et de 
Bacq avec les thio-amines [47]}. 

1° Des lapins a jeun sont irradiés (2 000 r), sur le flanc gauche, 
en deux champs circulaires d’un diamétre de 4 cm (plages- 
témoins). Immédiatement aprés cette premiére irradiation, les 
animaux recoivent une injection intramusculaire de glucose. 
Des que l’hyperglycémie a alteint son maximum — c’est-a-dire 
aprés quarante-cing minutes —, les animaux subissent deux 
champs d’irradiations symétriques sur le flanc droit. On constate, 
au niveau de ces champs, un retard de la chute du poil (deux 
& quatre jours), une diminution de 50 p. 100 des radioépidermites, 
la repousse ultérieure des poils, tandis que la peau des témoins 
reste définitivement glabre [48, 44]. 

2° Cette expérience comiporte sa contre-partie : ’Vhypoglycémie 
insulinique entraine l’augmentation de la radiosensibilité cutanée. 
Avec une dose de 0,75 unité d’insuline par lapin et |’administra- 
tion de champs de 2600 r, on observe constamment |’épilation 
dés la trente-sixiéme heure, c’est-a-dire avec une avance de plu- 
sieurs jours sur le cété-témoin [48]. 

3° 54 rats subissent une irradiation in toto avec une dose 
léthale de 950 r. 27 animaux témoins meurent entre les cinquiéme 
et vingt-troisiéme jours consécutifs: le reste a recu quarante- 
cing minutes avant l’irradiation, une injection de glucose. Dans 
ce lot, 5 rats meurent entre les dixiéme et seiziéme jours; les 
autres (81 p. 100) survivent en présentant, vingt-cing jours aprés 
lirradiation, une augmentation moyenne de 15 p. 100 de leur 
poids {49}. 
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On peut compléter cet exposé par deux observations. Tout 
d’abord, Voxygéne a été, seul, considéré ici. I] est -pourtant 
évident que la radio-activation intéresse uniformément — mais 
avec des efficacités différentes — toutes les molécules présentes 
dans le milieu irradié. En voici la démonstration pour l’hydro- 
géne. 

Si l’on prolonge Virradiation précédente des réactifs des 


Irradiation 


kaee te Nadi gee Ts! Ba 


0,04 ie ° 
L— 
[\Z Activation 
de 
[FEZ l'hydrogéne 


Densité optique 


100.000r 250 .000r 


Course 4. — Irradiation du réactif Nadi. 


On observe d’abord l’augmentation de la densité optique par suite du virage du 
réactif consécutivement 4 l’activation de l’oxygéne. Ultérieurement, la densité 
optique diminue par suite de l’activation de l’hydrogéne. Cette seconde phase 
ne s’observe qu’aprés l'administration d’une dose de rayons X suffisante pour 
libérer Vhydrogéne qui est, & son tour, activé par le rayonnement. 


peroxydases en présence de l’oxygéne, les rayons X entrainent, 
par effet pseudoélectrolytique, la libération progressive de l’hydro- 
gene lequel, activé a son tour, exerce son effet réducteur. En 
suivant, a intervalles réguliers, au photocolorimétre, leffet de 
Virradiation, il apparait, dans tous les cas, un brusque change- 
ment (courbe 4) dans l’orientation de la courbe de la densité 
optique, cette décroissance se manifestant 4 partir du moment 
ou la dose de rayons X est devenue considérable [20, 24). 
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D'autre part, lirradiation de la tyrosine met en évidence un 
facteur nouveau, a savoir l’évolution progressive de sa radio- 
orydation aprés Virradiation. L’examen de la solution de tyrosine 
venant d’étre irradiée ne présente qu'une faible coloration. Mais 
cette pigmentation augmente progressivement (courbe 5), au 
cours des jours suivants, dans la solution abandonnée au 
repos [20]. 

Tout se passe comme si le peroxyde, formé au cours de 


13 jours 


i at, oe 
aprés 


11 jours 


Densité optique 


prés 3 jours 


eo 
———— 
© 


mmédiatement aprés l'irradiation 
Dose aiministrée 1,000.000r 


2 


Courss 5. — Evolution d’une solution de tyrosine aprés son irradiation. 


Les solutions de tyrosine (pH = 6,65) sont irradiées avec des doses croissantes 
de rayons X. On constate que la densité optique augmente dans les solutions 
abandonnées au repos aprés leur irradiation, consécutivement & l'action des 
peroxydes formés au cours de lirradiation initiale. 


irradiation, poursuivait son effet dans les heures consécutives. 

Cette induction progressive des radio-oxydations permet d’envi- 
sager le traitement curatif des radio-lésions, en agissant précoce- 
ment — non plus par un accepteur d’oxygéne mais par un 
réducteur — sur les peroxydes et avant que ces derniers aient 


eu le temps d’induire leur oxydation sur les constituants 
cellulaires. 
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LA COLIMETRIE DE L’EAU SUR MEMBRANES FILTRANTES 


par R. BUTTIAUX, G. MUCHEMBLE et Tua. LEURS (‘*). 


(Institut Pasteur de Lille. 
Service d’Hygiéne expérimentale (**).| 


INTRODUCTION. 


On appelle membranes filtrantes ou moléculaires, des mem- 
branes possédant des pores de grandeur telle qu’elles arrétent 
les substances solides de dimensions supérieures, en restant per- 
méables aux liquides et substances dissoutes dans ceux-ci. Pour 
les différents types préparés, les diamétres des pores vont de 
5 mu a 3 000 mu. 

Sanarelli, le premier, les a utilisées en bactériologie ; ses 
« sacs de collodion » retenaient les bactéries, en laissant diffuser 
leurs toxines. Cependant les débuts d’utilisation furent assez 
décevants ; il n’était pas possible d’obtenir des membranes de 
porosité connue et constante. Zsigmondy en Allemagne, Elford 
en Angleterre, Grabar en France, ont considérablement amé- 
lioré les techniques de préparation et évité, ainsi, cet inconvé- 
nient. Les Américains, aprés la deuxiéme guerre mondiale, en 
s’inspirant des travaux allemands, en ont entrepris une fabrica- 
tion améliorée a l'Institut de Californie. 

Actuellement, les membranes filtrantes sont formées de cellu- 
lose et de certains éthers-sels de cellulose. Elles possédent des 
caractéres physiques constants et peuvent étre utilisées sans 
aucun aléa dans toutes les opérations de filtration. Elles arrétent 
la totalité des bactéries en suspension dans un liquide et sont 
parfaitement perméables aux substances nutritives des milieux 
de culture. Ce dernier fait explique qu’en placant une membrane 
filtrante recouverte de microbes sur un milieu solide convenable, 
les bactéries puissent culliver et donner a la surface de la 
membrane, des colonies. Celles-ci ont des formes. dimensions et 
caractéres comparables 4 ceux observés sur milieux identiques 
ensemencés selon les procédés habituels. 


(*) Travail effectué en partie grace A une allocation de l'Institut 
national d’Hygiéne. 


(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 mars 1953. 
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Il était donc naturel d’utiliser les membranes filtrantes pour 
Yanalyse bactériologique de l’eau. Les Allemands, durant fa 
guerre de 1939-1945 ; les Américains, depuis trois ans, ont pour- 
suivi de nombreuses recherches a ce sujet. Elles montrent qu’on 
peut réaliser ainsi la numération totale des germes, la colimétrie 
et la mise en évidence des germes pathogénes. Nos premiers 
essais datent de 1944. Les filtres que nous possédions alors 
étaient de mauvaise qualité; celle-ci nous a empéchés de les 
poursuivre. Nous les avons repris en 1952 avec les membranes 
préparées par la « Membranfiltergesellschaft » de Gottingen (Alle- 
magne). 

Nous exposons ici nos premiers travaux. Ils n’intéressent que 
la colimétrie. Nous reviendrons plus tard sur la recherche des 
germes pathogénes. Les résultats obtenus sont si encourageants 
que nous pouvons recommander la généralisation en France de 
notre nouvelle technique de colimétrie. Elle permet, en effet, 
en seize a vingt-quatre heures : 

1° le dénombrement des Escherichia intermédiaires-Aero- 
bacter ; 

2° Videntification et la numération des Escherichia coli fécaux. 
Elective, précise, aussi sensible que les techniques anciennes les 
plus compliquées, elle présente sur celles-ci l’avantage d’une 
extréme simplicité et d’une fort appréciable rapidité. 


I. — La filtration de 1l’eau. 


Les membranes généralement utilisées pour l’analyse bacté- 
riologique de l’eau ont un diamétre de 50 mm et sont appelées 
« Coli 5 » par leur fabricant. On doit les conserver en atmo- 
sphére rigoureusement séche. 


STERILISATION DES MEMBRANES. 


Goetz et Tsuneishi [4], puis Clark et Kabler [2] recommandent, 
a cet effet, ’oxyde d’éthyléne. ‘La stérilisation obtenue est par- 
faite, mais nécessite de grandes précautions, l’oxyde d’éthylene 
étant explosif. On ne peut conseiller son emploi dans les labo- 
ratoires de controle des eaux. I] serait souhaitable, par contre, 
que les fabricants l’utilisent et fournissent des membranes stériles, 
dans des emballages stériles. On se contentera, pour le moment, 
du procédé suivant : 


Les membranes sont fixées, par leur bord, 4 une pince étamée dont 
l’anneau supérieur est passé dans une baguette de verre courbée. 
Elles sont placées dans un becher qu’on remplit ensuite, lentement, 
avec de l’eau distillée (fig. 1). On porte a l’ébullition douce durant 
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vingt minutes. On laisse refroidir. On rejette le liquide qu’on remplace, 
A nouveau, par de l’eau distillée. On refait bouillir 4 feu doux durant 
vingt minutes. On laisse refroidir. Les membranes doivent étre sorties 
de l’eau, avec une pince stérile, juste avant d’étre déposées sur l’appa- 
reil de filtration. On ne doit les manipuler qu’en saisissant leur partie 
la plus distale possible. Toute dessiccation suivant une humidification 
les rend inutilisables. Lorsque les précautions signalées ci-dessus ne 
sont pas observées, les membranes touchant Jes parois du becher se 
gondolent ; le méme phénoméne se produit lors d’une ébullition trop 
brutale ou trop forte ; leur utilisation devient alors difficile ou impos- 
sible. 
STERILISATION DE L’APPAREIL DE FILTRATION. 


Le dispositif supportant la membrane au cours de la filtration est 
schématisé dans la figure 2. Il comprend : 
1° Des réservoirs supérieurs, interchangeables et métalliques, ott 


Fie: 2: 


l’eau a examiner est versée. L’un a une capacité de 25 cm, l’autre, 
en forme d’entonnoir, peut contenir 1 1 (1). 

2° Un disque de verre-poreux sur lequel est placé la membrane (2). 

3° Une partie métallique inférieure (3), ot s’encastre le verre poreux : 
elle se termine par un tube d’évacuation de l’eau filtrée, muni d’un 
robinet (4). 

4° Un collier de serrage, mobile (5), réunit 1 et 3. Il assure la fixation 
de la membrane et évite toute fuite & ce niveau. 

Le tube d’évacuation pénétre dans un bouchon de caoutchouc fixé 
sur une fiole tubulée a filtration. Celle-ci est connectée A une trompe 
a eau munie d’un indicateur de vide. 

Toutes les parties métalliques sont en acier inoxydable. 

La stérilisation de l’appareil est réalisée ainsi : 

1° On flambe largement 4 la flamme d’un Bunsen le réservoir 1. 
On laisse refroidir entre fond et couvercle d’une boite de Petri (Pyrex) 
stérile, durant dix A quinze minutes. 

2° On traite de la méme fagon la plaque de verre poreux (éviter 
un chauffage intense) fixée sur son support métallique. On_ laisse 
refroidir sous un couvercle de boite de Petri (Pyrex) stérile. 
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3° Le collier de serrage est flambé, lui aussi, avant d’étre fixé. 

L’expérience montre qu’on obtient, ainsi, une stérilisation suffisante 
de l’ensemble. Mais le refroidissement prolongé des parties métalliques 
entrave la marche rapide des opérations ; les laboratoires pratiquant 
de nombreuses analyses devront donc prévoir le fonctionnement simul- 
tané de plusieurs appareils. 

A la fin de chaque série journaliére de filtrations, il est préférable, 
en outre, d’autoclaver pendant trente minutes A 120° l’ensemble du 
dispositif entouré de papier. Ceci est indispensable, d’ailleurs, chaque 


membrane 


POON 
PSN 


ULNAR 5 
SN [a 


Fic. 2. 


fois qu’on a placé dans le réservoir des eaux ‘trés contaminées, eaux 
résiduaires -en particulier. 


Pour obvier 4 ces inconvénients, Goetz, Gilman et Rawer 3] 
conseillent l’emploi d’une chambre spéciale fixée de fagon ingé- 
nieuse a l’appareil décrit ci-dessus. On y fait briler quelques 
centimétres cubes d’alcool méthylique dont la combustion incom- 
plete produit de l’aldéhyde formique stérilisant rapidement. Le 
refroidissement est alors obtenu en moins de cing minutes et 
lautoclavage intermittent semble ne plus étre nécessaire. 


LA FILTRATION. 


Membranes et appareils étant stérilisés, on saisit avec une pince stérile 
une membrane dans l’eau du becher. Il ne faut la manipuler que 
par son bord extréme. On l’étale sur le disque de verre poreux. En 
se servant d’une pince a creuset flambée, on place le réservoir 1 
au-dessus de la membrane. On pose le collier au moyen de cette méme 
pince ; on le serre 4 la main. On ferme le robinet 4. On place en 1 
la quantité choisie d’eau A analyser ; on recouvre d’un couvercle de 
boite de Petri stérile. On réalise dans la fiole un vide de 40 cm de 
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mercure. On ouvre le robinet 4 jusqu’A passage complet de l’eau: il 
y a intérét 4 ne pas chercher un débit trop rapide. On rince, alors, 
le réservoir 1 avec 50 cm® d’eau stérile ; lorsque celle-ci a filtré, ct 
que la membrane parait séche, on referme le robinet 4. On dévisse 
le collier de serrage 5 qu’on retire en se servant de la pince a creuset 
flambée ; avec elle, également, on sépare le réservoir 1 du reste de 
l’appareil. 

On préléve la membrane par son extréme bord, avec une pince 
stérile. On la place sur le milieu solide de culture choisi. I] est indis- 
pensable qu’aucune bulle d’air n’existe entre la membrane et Ja surface 
du milieu. On y arrive en placant sur celle-ci le bord de la mem- 
brane gu’on applique alors trés progressivement, comme si on la 
déroulait. 


II. — Le choix des milieux sélectifs pour la colimétrie. 


Nous envisagerons ici : 

La numération de tous les coliformes : Escherichia coli, Esche- 
richia intermédiaires (E. intermedium et E. freundii), Klebsiella 
aerobacter et cloacex. 

La numération des seuls Escherichia coli. 


LA NUMERATION DES COLIFORMES. 


Pour obtenir des résultats rapides et facilement interprétables, 
il est nécessaire : 1° d’employer un milieu dont les principes 
nutritifs diffusant 4 travers la membrane soient suffisants en qua- 
lité et quantité pour amener une multiplication rapide des germes ; 
2° les colonies de coliformes doivent étre facilement distinguées 
de celles des autres bacilles & Gram négatif si fréquents dans 
les eaux (Alcaligenes, Pseudomonas, Flavobacterium, Serratia, 
B. paracoli) ; 3° d’inhiber la culture des Bacillus envahissant la 
surface des membranes. 

La mise au point de milieux satisfaisants a nécessité d’assez 
longues recherches. Nous discutons, ci-dessous, la valeur des 
principaux signalés : 

Le milieu d’Endo. — Recommandé par Kruse |4], il donne de 
trés bons résultats. ‘L’aspect métallique des colonies d’ Escherichia 
dépend, cependant, de la quantité de sulfite de sodium ajoutée 
4 la solution de fuchsine. Elle doit étre déterminée, pour chaque 
nouveau lot de colorant préparé, par une complexe série d’essais. 
Clark et Kabler [2] ont justement insisté sur ce point important. 
Pour cette raison, le milieu d’Endo nous semble peu recomman- 
dable pour les laboratoires de controle. 


Le milieu de Gassner. — Il est employé par Goetz et 
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Tsuneishi [4]. Neumann, dans une discussion du travail dé ces 
auteurs [4] signale qu’il ne donne pas entiére satisfaction. La 
distinction entre colonies d’Escherichia et de Paracolobactrum 
est difficile ; les Bacillus envahissent souvent la surface de la 
membrane. Ces observations sont justes pour le cas des eaux de 
puits largement contaminées. 

La gélose de Teaque-Levine et !E. M. B. -—— Ils ont dabord 
été considérés par les Américains comme inutilisables. Nous 
avons réussi a les améliorer considérablement par addition de 
1/1 000 de Tween 80; les colonies d’Escherichia ont alors leur 
aspect métallique habituel et celles de K. aerobacter sont rosées 
et muqueuses. Mais le Tween 80 exagére l’envahissement des 
membranes par les Bacillus et parait inutilisable. Nous avons 
done employé un autre mouillant, le Tergitol 7 (sulfate de sodium 
et 3,9 diéthyltridécanol 6, préparé par « Carbide et Carbon C° »). 
I] avait été signalé par Pollard [5] comme inhibiteur des Bacillus 
alors qu’a la dose de 1/10 000, 11 n’entrave pas la culture des 
Escherichia. Nos essais nous l’ont confirmé. Ajouté (1/10 000) 
a VE. M. B., il assure, en outre, comme le Tween 80, une excel- 
lente différenciation des Escherichia-Aerobacter. Les résultats 
obtenus sont pourtant moins bons que ceux fournis par le milieu 
conseillé plus loin. 

La gélose lactosée au chlorure de triphényl tétrazolium + Ter- 
gitol. -- Nous recommandons son utilisation pour la colimétrie 
sur membranes. Elle nous a donné entiére satisfaction au cours 
de longs essais. 

Chapman [6] a signalé que, parmi les Enterobacteriacex, 
Escherichia coli était le seul 4 ne pas réduire le chlorure de 
triphényl tétrazolium (T T C). Il a utilisé ce caractére pour faire 
de la gélose lactosée au Tergitol] 7 antérieurement décrite par 
lui [7] un excellent milieu électif pour la recherche de ce 
germe. 

Nous avons étudié le comportement, sur ce milieu, des bac- 
téries éventuellement trouvées dans les eaux. Celles réduisant le 
T TC ont des colonies violettes ; celles incapables de le faire, 
des colonies jaunes a centre légérement orangé ; celles réduisant 
légérement le T TC donnent des colonies rouge brique. La gélose 
lactosée de Chapman étant additionnée, en outre, de bromo- 
thymo] bleu, les colonies fermentant le lactose sont entourées 
d’un halo jaune et celles ne l’attaquant pas d’un halo bleu. 

Les résultats de nos essais sont signalés dans le tableau I. Ils 
concernent des lectures faites aprés vingt-quatre heures d’étuve 
a as". 

Ils nous ont incités a utiliser ce milieu pour la colimétrie 
des eaux. 

De nombreux essais nous ont amenés a modifier la formule 
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TABLEAU I, 


TTT Ce PL LOO, CARsaALO HALO 
siz 


=e 0 bleu jaune 
Salmontlla (1) 5 3. os = Sees ae 0 0 17 0 
At7Z0NG het mab aa 2 0 0 2 0 
SHigella ats) oes.) secu twee 35 0 0 35 0 
Proteus nausert.e. oe 3 ee 10 0 0 40 0 
Proteus morganit-. ....... 14 0 0 44 0 
Proteus, meblgert: 2) tig. os gas 20 0 0 20 0 
ALCaLeSCehis tet APs. eee 42 0 0 12 0 
Pseudomonas, (2 COs. Geae 13 0 0 13 0 
Flavobacterium .......4. 8 0 0 8 0 
SOrriliGines wa cap anen Bocas ae 6 0 0 6 0 
Alcaligenes™. soe ee eae 22 0 0 22 0 
Achromobacter. 1 &).. VARI 10 0 0 10 0 
BetRCSG:» cvcege. eee | coe eee 16 8 0 24 0 
OAR diy Nenwee teeios Pane mae 2 0 0 2 0 
B Sa Welt ie. She SS Be 2 0 0 2 0 
Paracolobacirum coliforme. .. . 24 0 0 24 0 
Paracolobactrum intermedium . . 5 0 0 5 0 
Paracolobactrum aerogenoides . 24 0 0 24 0 
Prowidenctays® = : Bae eee 43 0 0 43 0 
B. paracoli anaerogenes ..... YI 0 0 7 0 
Escherichia. coli=. © fae sees 0 0 36 0 36 
Escherichia coli mutabilis . . . 0 7 0 3 4 
Escherichia coli anaerogéne . . 0 0 2 0 2 
Escherichia intermediaires. . 0 4 3 0 7 
Ke aerobacternser Wet: ae ae 2 10 2 0 14 
Enterocoque,, re: sens, eres 0 0 42 0 42 
Staphylocoque. (45. wa ueeenee 0 42 0 0 42 


(1) Diverses espéces : TT C+ : réduction, colonie violette; T T G+ : réduction 
légére, colonie rouge brique; T T G0: pas de réduction, colonie jaune a centre orangé. 
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originale de Chapman. Le milieu finalement adopté se prépare 
ainsi : 


4° Base gélosée : 


Protéose-peptone n° 3 (Difco) ou peptone trypsique (1). 10 g 
ACtO Se . SME OES DE a NS Se ae 20 g 
Ex iraitedewlew rests, seeps aacte nea iots cc suk a. BOGS hs 6g 
Bromothymol bleu (solution 41/100) ......... 5 cms 
(ECT Ge AEE ea? Sais niears Hse kaise eee Ora 20 g 
ES UNGrStillGOme veheree foro cee tre. ce kota Bartel Netcasts . 4000 cm? 


Dissoudre par chauffage. Ajuster 4 pH 7,2. Répartir 20 cm® par tube 
de 22 x 22. Autoclaver vingt minutes A 120°. 
Au moment de l’emploi, faire fondre au bain-marie bouillant. 


x 


Ajouter alors 4 chaque tube : 


2° Solution de chlorure de 2, 3, 5 triphényl-tétrazolium a 


0,050 g p. 100 dans l'eau distillée stérile ....... 4 cms 
3° Solution de Tergitol 7 4 0,200 g p. 100 dans l'eau distillée 
Sterley mame ety eee eee ee ee eR ea cers 4 cm? 


Les solutions 2 et 3 ne sont pas autoclavées. 


Bien mélanger l’ensemble base + solutions 2 et 3, sans faire de 
bulles cependant. Couler en boites de Petri stériles de 90 mm ou mieux 
de 70 mm de diamétre. L’épaisseur de milieu dans la boite doit étre 
d’au moins 5 mm. Un tube de 20 cm? suffit pour une boite de Petri 
de 90 mm. 

Les boites sont séchées A l’étuve 4 387°, couvercle ouvert selon la 
technique habituelle, avant de recevoir les membranes filtrantes. La 
concentration finale obtenue est de 0,025 ¢/1000 de TTC et de 
1 g/10000 de Tergitol 7. Le pH est d’environ 6,9 aprés les additions 
des solutions 2 et 3. 


LECTURE DES RESULTATS OBTENUS SUR GELOSE LACTOSEE AU T TC. 


Les membranes, aprés filtration, sont placées sur le milieu 
coulé en bottes, comme il est indiqué plus haut. Celles-ci, 
retournées, sont alors incubées a 37°. On les examine dix-huit 
a vingt-quatre heures plus tard. 

La lecture nécessite : 1° l’examen des colonies sur la mem- 
brane ; leur coloration est due a la réduction ou a l’absence de 
réduction du T TC; 2° Vexamen des halos toujours nets dans 
la couche de gélose correspondant aux colonies ; ils indiquent !e 
comportement du germe vis-a-vis du lactose. 

Les divers coliformes se présentent ainsi : 

Escherichia coli: colonie jaune a centre plus ou moins orangé 
(IT TC =O); halo jaune sous-jacent (lactose = +). 


(1) Si l’on utilise une peptone trypsique, il faut ajouter 6 g d’extrait 
de viande par 1000 cm® de base. 
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Escherichia intermédiaires : méme aspect que E. coll. 

K. aerobacter ; colonie jaune a centre orangé (T TC = O) ou 
rouge brique (TTC = +); halo jaune (lactose = +) sous- 
jacent. ; 

Pour la colimétrie, on retiendra donc toutes les colonies 
TTC=O0O ou TTC = + présentant un halo jaune sous la 
membrane. Grace a ce dernier, la numération sera facilement 
effectuée sur la face inféricure de la boite de Petri. 

Les divers aspects obtenus sont représentés dans la planche. 

La plupart des colonies T TC + donnent des halos bleus (lac- 
tose = QO). 

Certaines, cependant, et surtout les colonies rouge brique 
(T TC +) présentant un halo bleu aprés vingt-quatre heures, 
peuvent donner un halo jaune aprés quarante-huit, soixante-douze 
heures ou plus, de séjour A 87° ou mieux a 30°. Il s’agit alors 
de B. paracoli fermentant lentement le lactose. On peut ainsi les 
identifier facilement. 

La température d’incubation joue un rdle important pour la 
culture des germes de l’eau. Les auteurs américains semblent 
avoir négligé cette notion. Hs ont étudié des modifications aux 
milieux de culture dans le but d’exalter le développement des 
coliformes. Elles donnent de moins bons résultats qu’une incuba- 
tion a 80° au lieu de 37° dans le cas des FE. intermédiaires et 
Aerobacter. Par contre, E. coli cultive plus vite a 387° et méme 
a 44° sur le milieu décrit ici. 

Nous avons finalement adopté la température de 37° pour les 
raisons suivantes: 1° E. coli représente parfois la plus grande 
proportion des coliformes d’une eau ; 2° les saprophytes banaux 
(Alcaligenes, Flavobacterium, Serratia, Pseudomonas) cultivent 
trop rapidement a 30° et rendent, alors, mal visibles les 
colonies T TC = O. Cependant, on observera souvent, dans le 
cas des eaux de puits, le phénoméne suivant: aprés dix- 
hu:t heures d’étuve a 37°, on ne voit que de trés petites 
colonies T T C = O, jaune pale a halo peu net. Il s’agit toujours 
d’Aerobacter ou d’E. intermédiaires; ce ne sont jamais des 
FE. coli. Il suffit d’abandonner la boite pendant douze a vingt 
heures & la température du laboratoire ; les colonies prennent 
rapidement des dimensions normales et le halo jaune se dessine 
parfaitement. Ce phénoméne est également fréquent dans le cas 
des B. paracoli. 

Si l’on désire identifier les colonies de coliformes, il faudra 
les repiquer sur milieu de diagnostic. I] suffit d’ensemencer avec 
chacune un milieu de Kligler et un milieu de Simmons-Citrate. 
Ils seront incubés a 30° et non pas a 37°. Nous avons remarqué, 
en effet, au cours de l’examen de plus de 3000 coliformes 
d’origine hydrique, que de nombreux E. intermédiaires et Aero- 
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bacter utilisent beaucoup plus vite le citrate de sodium a 30°; 
certains sont incapables, méme, de le faire a 37°. On gagne ainsi 
deux, trois ou quatre jours dans la lecture des résultats. I] nous 
semble inutile de rechercher la production d’acétoine et le test 
du rouge de méthyle. Comme nous l’avons dit ailleurs [8], seule 
est utile, au point de vue hygiénique, la distinction entre Esche- 
richia coli d’une part, et l’ensemble E. intermédiaires + K. aero- 
bacter de l'autre. L’impossibilité ou le pouvoir d’utiliser le citrate 
de sodium suffisent pour caractériser ces deux groupes. 


La RECHERCHE ELECTIVE 
ET LA NUMERATION DES Escherichia coll. 


La mise en évidence d’Escherichia coli est l’un des points capi- 
taux de l’analyse bactériologique de l’eau. Elle signe, en effet, 
Ja contamination fécale. L’identification du germe est fondée sur 
les tests IM VIC ou sur celui d’Eijkman ; dans nos techniques 
habituelles, elle nécessite des délais de trois a huit jours. 

Kruse [9], en combinant l’inoculation des membranes sur 
milieu liquide de Bulir (mannite + rouge neutre) 4 46° et sur 
gélose d’Endo a 41°, différencie les FE. coli des animaux a sang 
chaud de ceux des animaux a sang froid. Geldreich et Jeter [410], 
en plagant les membranes sur E.M.B. modifié, a 45°, remar- 
quent que les E. coli; seuls, sont capables de cultiver. 

Nous avons noté, de méme, que les EL. coli inoculés sur mem- 
branes portées sur milieu au TTC étaient seuls capables de 
fournir des colonies TTC =O a halo jaune, lorsqu’on les 
incube A 44°. [Les Escherichia intermédiaires et Aerobacter ne se 
développent pas. Il en est de méme de la presque totalité des 
germes saprophytes de l’eau. Cette particularité, pourtant, ne 
s’observe pas toujours quand on place directement certains 
E. intermédiaires ou Aerobacter sur le milieu de culture, sans 
intermédiaire de membrane. 

Nous avons done décidé d’utiliser ce phénoméne pour I’iden- 
tification et la numération des EL. coli fécaux. Il nécessite l’obser- 
vation rigoureuse des deux précautions suivantes : 

1° La température doit étre de 44° dans toute l’enceinte de 
Vincubateur avec différence maxima de 1° (48°5 a 44°5). Certains 
E. intermédiaires cultivent a 42°. 

2° L’atmosphére doit étre chargée de vapeur d’eau. 

Nous avons réalisé ces conditions en faisant construire (2) une 
petite étuve a circulation d’air forcée ; a sa partie inférieure se 
trouve un bac rempli d’eau additionnée de sulfate de cuivre, pour 
éviter le développement des mycoses. Le métal vitrifié, utilisé 
pour sa construction, résiste bien a la vapeur d’eau. A défaut, 


(2) Etabl. Jouan, 118, bd Saint-Germain, Paris. 
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il suffit de placer les boites de Petri dans un dessiccateur dont le 
fond contient un gros tampon de coton hydrophile imbibé d'eau 
+ sulfate de cuivre. Il sera placé dans une étuve de petites 
dimensions, bien calorifugée et munie d’un thermostat sensible 
el précis. 


Apres filtration, la membrane est déposée sur une gélose lac- 
losée + TTC + Tergitol 7 analogue a celle utilisée pour la’ numération 
des coliformes 4 37°, et dans les mémes conditions que celles décrites 
ci-dessus. Apres seize heures d’étuve 4 44°, les Escherichia coli donnent 
de belles colonies de 1A 2 mm de diamétre ; elles ont une teinte 
jaune avec un centre orangé (TTC = 0) ; elles produisent un halo 
jaune trés net dans la couche de gélose sous-jacente. On peut les 
repiquer facilement sur milieux de Kligler et de Simmons-Citrate 
qu’on incubera a 37°. 


Cette identification est inutile en pratique. Nous avons examiné 
plus de 100 eaux polluées. Chacune d’elles a été filtrée sur deux 
séries de membranes ; l’une a été incubée a 37° et Vautre a 44°. 
Toutes les colonies de coliformes obtenues ont été isolées ct 
soumises 4 un examen biochimique complet. Ces multiples inves- 
tigations ont montré : 

1° A 44°, toutes les colonies TTC =0, halo jaune, étaient 
des E. coli. La presque totalité avait les caracteres : indole = + ; 
citrate = 0; acétoine = 0; rouge de méthyle = + ; Eijkman- 
lactose = +. Dans un cas, nous avons trouvé |’ « Irregular 
type II » anglais : indole = 0; citrate = 0; acétoine = 0; rouge 
de méthyle = + ; Eijkman-lactose = +. Il s’agit pour nous 
dun EF, coli anindologéne. Nous n’avons jamais isolé d’E. inter- 
médiaires ni d’Aerobacter. 

2° Lorsque nous n’avons pas décelé d’E. coli a 44°, les colonies 
de coliformes isolées a 37° étaient des E. intermédiaires ou Aero- 
bacter. Cette affirmation subit une apparente restriction dans les 
cas d’eaux trés peu polluées. I] arrive de trouver 3 ou 4 colonies 
de coliformes sur la membrane 37° ayant filtré 100 cm® d’eau : 
leur identification montre 1 E. coli et 2 Aerobacter par exemple ; 
on n’obtient aucune culture a 44°. C’est ici la loi du nombre qui 
intervient et le phénoméne inverse peut s’observer : on décéle 
1 E. coli 4 44° sans en trouver 4 37°. Dans une eau contenant 
10 E. coli par litre, on comprendra facilement que ceux-ci ne 
soient pas idéalement répartis a raison. de 1 par 100 cm*. Ce phéno- 
méne s’observe surtout dans le cas des eaux de distribution non 
taitées: par un antiseptique. On peut l’éviter en recherchant 
YE. coli, non plus dans 100, mais 200 ou 300 cm*. On peut éga- 
lement repiquer systématiquement sur milieu de Kligler et de 
Simmons les rares colonies trouvées a 37°. C’est la technique 
que nous avons adoptée. 
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Il faut signaler, par ailleurs, que le « B. coli type II » des 
auteurs anglais : indole = 0; citrate = 0; acétoine = 0; rouge 
de méthyle = +; Eijkman-lactose = 0, ne cultive jamais a 44°. 
Comme on le sait, sa signification hygiénique reste imprécise. 
Certains de ces types sont capables d’utiliser le citrate de sodium 
tres lentement a 30°: leur survie 4 37° est de courte durée. Ils 
semblent trés voisins des E. intermédiaires. On peut les trouver 
sur les. membranes 387°; on ne les décélera jamais a 44°. 

Dans |’état actuel de nos études, nous pouvons considérer que 
le procédé conseillé permet la recherche élective des E. coli des 
animaux a sang chaud. L’E. M. B. + Tergitol 7 décrit au début 
de cet article peut étre utilisé, lui aussi, a cet effet. Les mem- 
branes placées sur ce milieu et incubées a 44° supportent de trés 
belles colonies d’E. coli; elles sont métalliques et de couleur 
violette presque noire, dans leur totalité. Les résultats obtenus 
sont, cependant, moins spécifiques; certains B. paracoli coli- 
formes cultivent 4 44° et peuvent donner des colonies analogues. 
Elles ne seront pas confondues avec celles d’E. coli, par contre, 
sur milieu au TTC. 

Nous n’aborderons pas ici la recherche de 1’Entérocoque des 
eaux sur membrane filtrante. Signalons, cependant, qu'il se 
développe ‘parfaitement sur membranes placées sur gélose lac- 
tosée + TTC + Tergitol 7 et incubées a 44°. L’Entérocoque ne 
réduit pas le TTC (voir le tableau I) et fermente le lactose ; 11 
donne donc de trés petites colonies jaunes avec centre orangé et 
halo jaune sous-jacent. Il est impossible de les confondre avec 
celles d’E. coli qui ont 1 4 2 mm_de diamétre. Les membranes 
incubées a 44° ne supportent le plus souvent que de rares colonies 
de germes saprophytes. Un examen a la loupe (8 x) permet alors 
un facile repérage de ces trés petites colonies, aprés seize a dix- 
huit heures d’incubation. L’expérience nous montre, jusqu’a 
présent, que cette technique est plus sensible que le procédé 
habituel d’inoculation des eaux sur milieu de Hajna et Perry 
a l’azide de sodium. L’identification des colonies reste, cepen- 
dant, nécessaire aprés isolement sur milieux spécifiques : gélose 
a la sulfadiazine sodique, par exemple [8]. 


IIJ. — Avantages et inconvénients de cette technique 
de colimétrie. 


Les avantages de cette technique de colimétrie sont certains : 
1° Elle permet de numérer la totalité des coliformes en vingt- 
quatre heures. L’identification et la numération des FE. coli sont 
réalisées en seize a dix-huit heures. ‘La parfaite concordance des 
résultats obtenus ainsi et de ceux fournis par les techniques 
habituelles nous permet de considérer que les isolements et identi- 
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fications des colonies sont inutiles, désormais. On obtient une 
réponse rapide ; le gain de temps est de trois 4 six Jours. La 
facilité des opérations met cette colimétrie rigoureuse a la portée 
de tous les laboratoires de controle insuffisamment dotés de per- 
sonnel technique entrainé. 

2° La lecture sur le milieu de Chapman choisi est facile. La 
différence entre les colonies de coliformes et celles d'autres 
germes est trés nette. Les Bacillus sont bien inhibés par le 
Tergitol 7. S’ils se développent, ils ne fournissent que de petites 
colonies entourées d’une sorte d’auréole 4 halo bleu ou jaune ; 
elles n’entravent jamais le repérage ou le développement des 
coliformes. On les remarquera surtout 4 44° car il s’agit souvent 
de Bacillus thermophiles facultatifs. Nous étudions le moyen de 
les supprimer, mais ils ne nous ont jamais importunés sérieu- 
sement. 

3° La colimétrie ainsi réalisée est économique. Elle supprime 
la quantité importante de milieux liquides et de matériel exigée 
par les techniques anciennes. Les auteurs américains |’ont rendue 
encore plus pratique en remplacant les milieux gélosés par des 
disques de papier buvard imprégnés de 1 4 2 cm* de milicu 
électif liquide et sur lesquels sont déposées les membranes. 
Goetz et al. [8] ont préparé des disques contenant des milieux 
déshydratés ; il suffit de les imprégner d’eau distillée stérile 
avant l’emploi. Ces artifices ne nous ont pas donné d’aussi bons 
résultats que ceux signalés par les auteurs; ceci peut étre di 
a une différence de qualité des membranes et papiers utilisés 
chez nous. De toute fagon, notre technique fondée sur |’examen 
couplé des colonies et des halos correspondants nécessite pour 
la bonne visibilité des derniers un support transparent, donc 
gelosé. 

4° Les membranes ont d’autres avantages déja signalés [4, 2]. 
‘La filtration de eau peut étre effectuée dés le prélévement et 
la membrane placée sur milieu, transportée au laboratoire. On 
évite les multiplications ou destructions des germes de |’eau 
durant les périodes '‘parfois longues séparant le temps du recueil 
de celui de la mise en culture. On supprime sur ces membranes 
les phénoménes de concurrence microbienne, on limite les effets 
antibiotiques (colicines) ou bactériophagiques fréquents dans les 
milieux liquides. 

5° Le procédé proposé est aussi sensible et spécifique que les 
meilleures des techniques anciennes. Nous insistons sur ce point 
capital dans le paragraphe suivant. 

Par contre, la colimétrie sur membranes présente deux incon- 
vénients : 

hy La facilité des lectures dépend étroitement de la quantité 
d’eau filtrée. Plus une eau contient de saprophytes banaux, plus 
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cette quanlité doit étre faible et l’on risque alors d’ignorer les 
coliformes lorsqu’ils sont en petit nombre. Or ce facteur est 
imprévisible quand on commence l’analyse. Pour obvier a cet 
inconvénient, nous utilisons plusieurs membranes; les volumes 
d’eaux filtrées sur chacune d’elles et les températures correspon- 
dantes d’incubation sont indiqués dans le tableau II. 


TABLEAU II. 


NOMBRE 
total 
des 
membranes 


ORIGINE DES EAUX 


Eau de distribution traitée (Cl, etc.) . .|100 cm? 100 cm? 
ou plus. 
40 cm? 
1400 cm? 100 cm? 
“ i ; ‘ i ou plus. 
au de surface supposée trés polluée 3 . 3 
(rejet d’eaux résiduaires 2 a8 raf Ce ) ieee 
point de prélévement) 


Eau de surface peu polluée 


Eau de distribution non traitée. Puits. 
Forages 


40 cm? 
50 cm? 100 cm? 


(1) Pour les quantités de 0,5 cm, diluer dans 20 cm? d’eau stérile avant la filtration. 


Cette fagon de procéder nous a toujours donné des résultats 
satisfaisants. Mais elle prolonge les manipulations et augmente 
le prix de l’analyse. Malgré tout, cette derniére reste beaucoup 
plus économique que celle pratiquée par les techniques anciennes. 

2° L’analyse bactériologique sur membranes filtrantes est irréa- 
lisable quand les eaux contiennent des proportions notables de 
substances amorphes (alumine et argile en particulier), Elles 
forment sur les filtres des couches épaisses retenant une pro- 
portion appréciable de liquide; les colonies deviennent alors 
confluentes, non différenciables ; les substances inhibitrices (Ter- 
gitol) ne bloquent plus la culture des Bacillus ; les substances 
électives des milieux n’arrivent plus au contact des colonies. 
Pour éviter ce redoutable écueil signalé par tous les auteurs, il 
faut filtrer moins d’eau sur la membrane ou mieux, augmenter 
la surface de celle-ci (90 mm au lieu de 50). Dans nos essais, 
nous n’avons été génés que deux fois sur cent par ces substances 
colloidales. Cependant les opérations n’ont plus la sécurité et la 
facilité faisant l’intérét du procédé décrit ici. Dans ces conditions, 
toute eau présentant un louche net sous une épaisseur de 50 mm 
doit étre examinée selon les méthodes anciennes d’analyse ; elles 
seules fourniront des résullats stirs. 
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IV. — Comparaison des résultats fournis par cette technique 
et les autres méthodes de colimétrie. 


Aprés avoir mis au point le procédé décrit ci-dessus, nous 
l’avons utilisé pour 100 eaux d’origine différente. Il s’agissait 
d’eaux de puits ou forages, sources, distribution traitée ou non, 
riviéres. Elles étaient soumises, par ailleurs, au type de coli- 
métrie décrit par l’un de nous [8]: inoculation a la fois sur milieu 
de Vincent incubé a 41°5 et sur bouillon lactosé placé a 37° ; 
subculture sur E. M. B. (37°) et gélose lactosée (25°) ; isolement 
et identification des colonies par les tests I. M. V. I. C. et éven- 
tuellement de Eijkman (lactose). Nous avons, dans les deux cas, 
examiné le plus grand nombre possible de colonies de coliformes. 
Il dépasse 3 000. 

Ces études comparatives nous montrent pour les 100 eaux : 

1° Numération de la totalité des coliformes (EZ. coli + E. inter- 
médiaires + Aerobacter) : 

Les deux colimétries fournissent des résultats sensiblement iden- 
tiques dans 96 p. 100 des eaux étudiées ; 

Le procédé sur membranes les met, seul, en. évidence dans 
4 p. 100 d’entre elles. 

2° Recherche élective et numération d’E. coli: 

Les résultats sont identiques dans 90 p. 100 des eaux examinées ; 

‘La méthode sur milieux liquides les met, seule, en évidence 
dans 4 p. 100 des cas ; 

Celle sur membranes les décéle, seule, dans 6 p. 100 d’entre eux. 

Dans ces derniéres eaux, le nombre d’E. coli était de 10 a 20 
par 1000 cm*. L’examen portant sur 100 cm*® dans les deux 
techniques, on comprend facilement l’absence possible du germe 
recherché dans l’un ou l’autre des prélevements examinés. 

Le procédé de colimétrie décrit ici est donc aussi sensible et 
spécifique que ceux antérieurement utilisés chez nous. 


Résumé. 


Les membranes filtrantes en cellulose et éthers-sels de cellulose 
retiennent la totalité des germes en suspension dans un liquide. 
Perméables aux substances nutritives des milieux de culture, elles 
permettent un développement rapide et parfait des germes ddhé- 
rents a leur surface. Elles sont donc utilisables pour l’analyse bac- 
tériologique de l’eau. Nous les avons essayées pour la colimétrie. 

Celle-ci nécessite des milieux solides spéciaux. Nous avons 
adopté, aprés modification, celui de Chapman. C’est une gélose 
lactosée au bromothymol bleu additionnée de chlorure de 
2,3,5-triphényl-tétrazolium (TTC) et de Tergitol 7. Les coli- 
formes ne réduisent pas ou réduisent peu le TTC; leurs 
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colonies jaune orangé se distinguent nettement de celles, violettes, 
des autres germes réduisant cette substance. Comme tous les coli- 
formes fermentent le lactose, ils produisent, en outre, dans la zone 
de milieu sous-jacente a leur colonie, un halo jaune caractéristique. 

L’incubation a 37° permet, en vingt-qualre heures, la numé- 
ration des E. coli + E. intermédiaires + K. aerobacter. 

Sur les membranes incubées a 44°, en atmosphére humide, on 
réalise en dix-huit heures la mise en évidence et la numération 
des seuls E. coli. On peut, aussi, y compter, éventuellement, les 
Entérocoques. Cette technique sensible et spécifique permet la 
suppression des isolements et identifications de colonies dans la 
majorité des cas. Elle a de nombreux avantages : extréme rapi- 
dité, économie de matériel, temps et personnel, entre autres. Elle 
présente, pourtant, deux inconvénients : 1° la difficile détermi- 
nation des quantités d’eau a filtrer ; nous l’évitons en utilisant 
plusieurs membranes, selon un schéma décrit ; 2° les substances 
amorphes de l’eau, quand elles sont abondantes, la rendent inuti- 
lisable, en général. 

Dans 100 eaux d’origines variées, nous avons comparé les 
résultats fournis par ce procédé et les méthodes antérieures de 
colimétrie. Ils sont sensiblement identiques. Ceci nous permet de 
recommander la technique décrite aux laboratoires d’hydrobio- 
logie. Elle sera systématiquement utilisée dans le nétre ; nos 
investigations, ainsi trés étendues, seront rapportées ultérieu- 
rement. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Figure supérieure : Face supérieure de la membrane. 
Figure inférieure : Gélose sous jacente. 


ETUDE COMPARATIVE 
DE SIX SOUCHES DE BACTERIES ANAEROBIES 
NON SPORULEES : 


ACTINOMYCES BOVIS A.T.C.C 8373 (BOVINE), 
A. BOVIS A.T.C.C. 8374 (HUMAINE), A, /SRAEL/ VAR. LIQUEFACIENS, 
CORYNEBACTERIUM ACNES, CORYNEBACTERIUM AVIDUM, 
CORYNEBACTERIUM LIQUEFACIENS 


par H. BEERENS (°*). 


(Institut Pasteur de Lille.) 


Au cours d’une étude systématique des bactéries anaérobies 
non sporulées a Gram positif, isolées depuis quatre ans de 
produits pathologiques variés, nous avons isolé 85 souches dont 
Pidentification s’est avérée difficile. I] pouvait s’agir des espéces 
suivantes : Actinomyces bovis, Actinobacterium israéli var. 
liquefaciens, Corynebacterium acnes, C. liquefaciens et C. avidum. 

Dans le but de faciliter leur exacte détermination, nous nous 
sommes procuré les souches types correspondantes, afin de les 
étudier comparativement. 

A. bovis 8373 (bovine) et 8374 (humaine) nous ont été adressées 
par American Type Culture Collection ; elles sont considérées 
par de nombreux auteurs comme des Actinomyces, agents spéci- 
fiques de l’actinomycose, saprophytes de la cavité bueco- 
pharyngée. 

A. israéli var. liquefaciens a été décrite par Hvid [4], puis par 
Beerens et Hvid {2] dans les eaux sulfureuses danoises et fran- 
cases. 

C. acnes (Gilchrist) provient du Serum Statens Institut de 
Copenhague, sous la dénomination C. acnes 736 A (Per Holm). 

C. liquefaciens, C. avidum, nous ont été remises par le D™ A.-R. 
Prévot, chef du Service des anaérobies a l'Institut Pasteur de 
Paris. A.-R. Prévot et Courdurier [8] en ont récemment complété 
les descriptions. 

Ces souches ont été entretenues sur milieu V.F. glucosé a 
2 p. 1000, en méme temps que sur « Fluid thioglycollate 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 8 janvier 1953. 
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medium » (Difco). Tous deux conviennent parfaitement a Ja 
conservation de la vitalité pendant un mois, sans nécessité de 
repiquage. 

PHYSIOLOGIE. 


En gélose profonde (Fluid thioglycollate medium solide ou 
V. F. glucosé a 8 p. 1 000 de gélose), toutes sont anaérobies strictes 
et cultivent plus abondamment dans la zone critique, ou elles se 
rassemblent sous la forme d’un disque. Les colonies ont un 
aspect irrégulier, mamelonné, parfois lenticulaire. Elles 
atteignent 2 4 3 mm de diamétre quand elles sont bien isolées et 
aprés un séjour de huit 4 dix jours a 37°. 

En surface, sous vide, les colomies ont 3 mm de diamétre, 
sont de type smooth et possédent une teinte rose chair carac- 
téristique. 

En milieu liquide, en tube scellé sous vide ou en milieu semi- 
solide, a lexception de C. avidum qui cultive en grumeaux, 
toutes donnent un trouble homogéne trés abondant en quarante- 
huit heures. Il n’y a pas de production de gaz. Température 
optimum de développement : 37° C. Pas de culture a 30° C. 
pH optimum compris entre 7 et 7,4. Les cultures sont encore 
possibles 4 pH 5,5, mais sont trés maigres. 

Le pouvoir réducteur est nul vis-a-vis du rouge neutre, de 
la safranine ou de la phénosafranine. 

Thermorésistance : toules les espéces étudiées sont détruites 
en dix minutes 4 60°. Leur longévité est grande : plus de deux 
mois 4 la température du laboratoire en tubes scellés sous vide. 

La bile a 40 p. 100 en milieu V. F. glucosé a 2 p. 1 000 n’inhibe 
pas les cultures. 

MorPHOLOGIE. 


La forme habituellement rencontrée est le bacille court, granu- 
leux, irrégulier, « diphtéroide », présentant des bifurcations 
courtes, des renflements en massues (planche I). Nous avons 
néanmoins obtenu pour A. bovis 8374 de rares formes ramifiées, 
et pour A. israéli var. liquefaciens des formes trés longues, rami- 
fiées, lors de l’isolement en milieu V. F. glucosé profond a partir 
des eaux sulfureuses. Ces aspects n’ont d’ailleurs été observés 
qu’occasionnellement ; 11 ne nous a pas été possible d’obtenir cette 
forme a volonté, la morphologie habituelle restant le bacille 
court « diphtéroide ». 


CARACTERES BIOCHIMIQUES (tableau I). 


Action sur le lait. — En tube scellé sous vide, toutes les souches 
le coagulent en trois jours. Le caillot est partiellement digéré 
vers le dixiéme jour. 
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TABLEAU 1. 
ea ana a 
2S 
os! 
s|3 5 Ble sieees m | 9 |e MENTAIRE 
sl< = < f|2/S<55 a 8 ia TYPE FER 
g B/E/z/ss3% = |Es 
< Es 
A. bovis A.T.C.C 8373.) 0 | + C +/}R]++++]++]++]4,65) P/A 5/4 lactique. 
peptonisé. 3 
A. bovis A.T.C.C 8374.| 0 | + C L/+/R/++++] + | + |5,47} P/A 3/1 lactique. 
peptonisé. 
A, israéli var. liquefa- : 
CIOUS ey in .. . .( OF +4 C LI/+/R{/+++4+]++]+4+]5,05] P/A 2/1 lactique. 
peptonisé. ; ’ 
COVES, sale et O;+ om L/+/]R |++++)]++/+]0,75} P/A 3/1 lactique. 
peptonisé. ; 
C. liquefaciens. . . .| 0}+ Cc F L/+]R}++++] ++] +4+/1,98] P/A 3/4 lactique. 
peptonisé. . 
Co avidumysterinis f. 0;+ C L}/+]R/++++] + | + |0,99) P/A 2/1 lactique. 
peptonisé. 


GC; 


coagulé; L, liquéfié; R, réduit. 


Action sur la gélatine. — (Milieu V. F. glucosé 4 2 p. 1 000, 
gélatiné a 15 p. 1000.) En tube scellé sous vide : liquéfaction 
en dix jours. 

Action sur les nitrates. — Réduction en nitrites en présence de 
glucose, galactose, lévulose, maltose pour toutes les souches. 
C. acnes et C. avidum les réduisent, en outre, en présence de 
elycérol. 

Action sur eau oxygénée. — Toutes possédent une catalase 
mise en évidence par la formation de mousse observée aprés 
addition de X gouttes d’H,O, a 10 volumes A 2 ou 3 ml de culture 
en milieu V. F. liquide en tube scellé sous vide. Cette catalase 
a été décelée soit aprés le premier repiquage des cultures prove- 
nant des collections étrangéres, soit, pour A. israéli var. lique- 
faciens, immédiatement aprés son isolement. 

Action sur les sucres. — Acidification constante (pH 3), sans 
production de gaz, des milieux contenant : glucose, galactose, 
lévulose, glycérol]. Les autres sucres ne sont pas fermentés. Ces 
recherches ont été effectuées sur le milieu suivant : extrait de 
viande 3 g; peptone trypsique 10 g; chlorure de sodium 5 ¢; 
extrait de levure 4 g ; cystéine (Chte) 0,30 g ; gélose 0,5 g ; sucre 
étudié 10 g; eau 1000 cm ; ajusté a pH 7,2, stérilisé A 115° C 
pendant vingt minutes. L’acidification a été mise en évidence par 
addition d’indicateur de pH aprés culture a 37° C pendant sept 
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jours. Un milieu non sueré, ensemencé dans les mémes conditions, 
servait de témoin. 

Les caractéres ci-dessus décrits sont les mémes pour toutes les 
souches. Ils permettent déja d’envisager un étroit rapprochement 
entre les diverses espéces. L’étude des produits de métabolisme 
et les caractéres sérologiques le confirment. 


PRODUITS DE METABOLISME. 


Indole. — La recherche de lindole effectuée sur les cultures, 
en milieu de base ci-dessus décrit pour l’étude des fermentations 
sucrées, s’est montrée positive pour toutes les souches, Le milieu 
non ensemencé donnait une réaction négative. 

Hydrogéne sulfuré. — Production constante. 

Acidité volatile totale et type fermentaire. — Si l’acidité vola- 
tile totale est variable, le type fermentaire reste constant : pro- 
piono-acéto-lactique. Les résultats sont exposés dans le tableau J, 
lacidité étant exprimée en acide acétique pour 1 000. 

Acétyl-méthyl-carbinol. — C. acnes donne des traces d’acétoine ; 
les autres souches n’en produisent pas. 

Cette derniére recherche a été effectuée en milieu V. F. glucosé 
4’ 1 p. 100 selon la technique de Lemoigne. 

i HEMOLYSINES. 

En milieu solide au sang humain ou au sang de mouton, en 
surface et sous vide, toutes nos souches présentent une large zone 
d’hémolyse p. Nous n’avons pas mis en évidence d’hémolysines 
solubles dans les cultures en milieu liquide. 


PovuvoIR PATHOGENE. 


Il ne nous a pas été possible de reproduire d’infection ou de 
lésions locales chez le cobaye, le lapin, la souris, ou le hamster, 
par inoculation sous-cutanée, intrapéritonéale ou intraveineuse. 
Des inoculations pratiquées dans la joue d’une génisse sont 
restées sans succés aprés six mois d’observation. Nos expériences 
ont comporté de multiples variantes, telles : chez la souris, 
l’adjonction de mucine aux bactéries lavées introduites par voie 
intra-péritonéale ; chez le lapin, Jlintroduction dans la cavité 
péritonéale de corps étrangers imprégnés de culture, ou encore 
association avec des pyogénes comme le staphylocoque doré 
pathogéne. Nous avons remarqué, toutefois, que des injections 
fréquemment répétées de suspensions microbiennes étaient 
toxiques pour le lapin. Cette toxicité a entrainé une mortalilé 
élevée de nos animaux au cours de la préparation de sérums 
agglutinants. L’autopsie ne révélait aucune lésion. Les bactéries 
n’étaient pas retrouvées dans les organes ni dans le sang. 
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SEROLOGIE. 


Les sérums agglutinants, préparés chez le lapin, ont été 
obtenus apres 4 injections sous-cutanées suivies de 4 injections 
intraveineuses d’une suspension de microbes vivants correspon- 
dant, pour chaque injection, 4 10 ml d’une culture en V. F. 
liquide. Le rythme d’une injection tous les trois jours nous a paru 
optimum. Nous n’avons pas remarqué d’augmentation du taux 
d’agglutination en multipliant le nombre des injections. 

‘Les agglutinations ont été effectuées par la méthode des tubes, 
avec des bactéries lavées a l’eau physiologique, la lecture faite 
aussit6t aprés un séjour de deux heures au bain-marie a 37° C. 
Les résultats sont consignés dans le tableau II. 


TABLEAU II. 
2 % 
i re 13h oe Ss g 
“20 "3 OO 1D 3 o S 3 
ao, hb §o..| &S § SS 3 
Sth aeebiness (tvqatsel sues dk te 
he aapte bette 4 cd 
Re S 
A, bovis A.T.C.C 8373 . . . ./t/5 000/4/5 000/1/5 000/41/2 560/4/640 | 4/640 
A. bovis A.T.C.C 8374 . . . .{1/160 1/460 |1/460 |41/460 |4/80 4/160 
A. israéli var. liquefaciens . .|1/2 560/4/2 560}1/5 0001/4 280)4/4 280} 1/5 000 
CROCRES re peeoca!) cas) geeks 1/41 280]4/4 280}1/2 560/1/4 2801/4 280) 1/320 
Cr UQuesaetens ss ae 1/320 |1/320 |4/640 |1/640 |4/4 280 


A. bovis 8374 (humaine) et C. liquefaciens fournissent des 
sérums de titre peu élevé. Nous pouvons néanmoins apprécier la 
communauté antigénique de ces souches par les agglutinations 
croisées qu’elles donnent. A. bovis 8373 et A. bovis 8374 possédent 
apparemment une structure antigénique rigoureusement iden- 
tique. On peut donc considérer que ces souches, l’une d’origine 
humaine et l’autre d’origine bovine, sont identiques. Les autres 
possédent des antigénes communs 4a des taux variables. 

‘La plupart des résultats obtenus avec C. avidum ont dt étre 
éliminés, la souche étant devenue auto-agglutinable au cours de 
ce travail. 


CONCLUSIONS. 


Nous nous sommes procuré, dans différentes collections, 
6 souches considérées comme caractéristiques des 6 espéces sui- 
vantes : A. bovis (bovine), A. bovis (humaine), A. israéli var. 
liquefaciens, C. acnes, C. avidum, C. liquefaciens. Notre étude 
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comparative montre qu’elles sont physiologiquement, morpholo- 
giquement, biochimiquement identiques, et qu’elles possédent, en 
outre, des antigénes communs a des titres parfois élevés. I] 
semble donc s’agir d’une seule et méme espéce désignée diffé- 
remment par les bactériologistes de divers pays. Cette constata- 
tion indique la nécessité de reclasser cette espéce qui appartient 
a trois genres différents : Actinobaclerium (ou Actinomyces), 
Corynebacterium ou Propionibacterium. Récemment, Douglas et 
Gunter [4] ont, en effet, proposé de rattacher C. acnes au genre 
Propionibacterium. L’étude qwils ont donnée de leurs 35 souches 
correspond exactement aux caracléres que nous venons de décrire 
pour nos 6 souches. 
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SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 2 Avril 1953. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


F. Lebert et P. Tardieux. — Technique d’isolement et de déterminatiorn 
des bactéries anaérobies. Préface de A.-R. Privor. 2° édit., 1 vol., 
57 p. Pacomhy édit. Paris, 1952. 


La méthode de détermination des bactéries anaérobies utilisée A 
l'Institut Pasteur repose : 1° Sur la clef de détermination qui a été 
proposée par A.-R. Prévot en 1940, elle-méme fondée sur la classifi- 
cation du méme auteur ; 2° Sur une technique d’isolement, de culture 
et de mise en évidence des caractéres immunologiques et biochimiques, 
mise au point au Service des Anaérobies et sans cesse perfectionnée. 
La premiére édition de ce précis de technique, publiée par F. Lebert 
en 1949, a été rapidement épuisée. Avec P. Tardieux, il vient de publier 
la deuxiéme édition, remaniée et augmentée de techniques nouvelles. 
Aprés la préface et l’avant-propos, le chapitre I traite des milieux 
de culture utilisés a4 Jl’Institut Pasteur ; le chapitre II expose les 
techniques d’isolement et de culture des anaérobies ; le chapitre III 
est A proprement parler le détail de la détermination de ces bactéries 
par la mise en évidence et l’utilisation des caractéres morphologiques, 
physiologiques, culturaux, biochimiques, pathogéniques et  sérolo- 
giques de ces germes ; la facon de dresser leur fiche de détermination 
et de l’interpréter. 

Comme le « type fermentaire » est l’un des caractéres importants 
4 établir en vue de la détermination des anaérobies non pathogénes, 
et que les acides volatils de fermentation en constituent l’essentiel, les 
tables de Duclaux, rectifiées et complétées (19 combinaisons des acides 
de C1 & C® 2 par 2) y sont données en appendice, ainsi que la méthode 
de Behrens et Kley modifiée et les techniques de préparation des réactifs 
classiques employés pour |’étude des caractéres biochimiques. 

Ce petit opuscule, qui a déja prouvé son utilité par la disparition 
rapide de sa premiére édition, montrera par sa deuxiéme qu’il est 
indispensable pour une détermination exacte de ces bactéries. 

A.-R. Prévor. 
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COMMUNICATIONS 


IMPORTANCE DES REACTIONS CYTO-CHIMIQUES 
POUR LA DETERMINATION DE LA VIRULENCE 
DES MYCOBACTERIES ET INTERET 
POUR LA CLASSIFICATION 


par Paut HAUDUROY et Marcer CEVEY. 


(Institut d’Hygiéne. Lausanne.) 


Trois réactions cyto-chimiques ont été proposées ces derniéres années, 
permettant en principe de savoir si une Mycobactérie est virulente ou 
ne l’est pas : réaction de Dubos [4] (dont l’un de nous a pu confirmer 
trés largement la valeur [2]), réaction de Desbordes [3], réaction de 
Wilson [4]. 

Les réactions de Dubos et de Desbordes mettent en évidence certains 
éléments chimiques (un lipopolysaccharide azoté et phosphoré conte- 
nant 3 acides aminés et l’acide mycolique) qui paraissent toujours 
accompagner le caractére virulence. La réaction de Wilson, d’autre 
part, est probablement révélatrice de la présence d’une déshydrogénase 
appartenant aux seules Mycobactéries vraiment saprophytes. 

S’il s’agit d’une Mycobactérie ayant eu antérieurement « un passé 
de virulence » méme lointain (M. tuberculosis var. BCG par exemple) 
cette réaction ne se produit pas, comme si le germe avait une sorte de 
« mémoire physiologique ». 

L’intérét de chacune de ces réactions prise individuellement est 
déja considérable ; mais cet intérét est infiniment plus grand si on 
les pratique toutes les trois parallélement. 

Le tableau suivant résume schématiquement, d’aprés nos essais, les 
résultats que l’on peut obtenir en présence d’une culture de Myco- 
bactérie inconnue et l’interprétation qu’on peut leur donner. 

Le cas 3 est particuliérement saisissant. Nous l’avons observé natu- 
rellement un certain nombre de fois et il est trés facile A réaliser arti- 
ficiellement. On prépare un mélange d’une Mycobactérie virulente 
(B. K. humain donnant des réactions de Dubos, de Desbordes, de 
Wilson positives) et d’une Mycobactérie dont on est str qu’elle est 
d'origine saprophytique (réactions de Dubos et de Desbordes négattves). 
La déshydrogénase que cette derniére contient suffit A rendre négative 
(décoloration de la solution) la réaction de Wilson. 

Ces trois réactions permettent donc de savoir : 

a) Si une Mycobactérie inconnue posséde une virulence plus ou 
moins grande. 


b) Si, bien que paraissant, par inoculation aux animaux, peu ou pas 
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REACTION REACTION REACTION 
de Dubos de Desbordes de Wilson 
») yp petomig virulente, ou 
) Mélange de Mycobactéries viru- 
Wie a een ee lentes, ou 
(culot rouge). | (culot bleu). |‘P du li e ide), 100|c) Mélange d’une Mycobactérie vi- 
u liquide). rulente et d’une Mycobactérie 
ayant été autrefais virulente (2). 
a) Mycobactérie peu virulente (Ex. 
2 | (culot rouge Ly ( d havol ti eda 
‘le, rose). |(CUlot bleuatre).|{P4S © eco oralion!s) Mélange de Mycobactéries peu 
pale, rose). du liquide). virulentes: 
0 Mélange de Mycobactéries viru- 
3} +++ ou ++ | +++ ou +4+ (décoloration lentes et d’une Mycobactérie 
totale). saprophyte vraie (3). 
; 0 0 yr. Cay a) Mycobactérie saprophyte, ou 
(culot incolore).|(culot incolore). a nga 8) ernie RnR ear HawIOS Be 


(1) ++-+ indiquent une réaction fortement positive, ++ ou + une réaction positive mais moins intense, 
0 une réaction négative. 
(2) L’existence de mélanges de Mycobactéries dans une culture a été démontrée par nous. 

(3) Il est nécessaire dans le cas 3 que la proportion de Mycobactéries avirulentes soit en quantité suffi- 
sante pour décolorer le liquide dans la réaction de Wilson. 


virulente, elle « descend » d’une Mycobactérie d’une virulence normale 
et a gardé le « souvenir » de son passé. 


c) Si la culture manipulée est ou n’est 


pas un mélange d’une 


Mycobactérie virulente et d’une Mycobactérie saprophyte. 
d) Si la Mycobactérie inconnue est ou n’est pas un véritable sapro- 


phyte. 


€) Ces techniques permettent pour la premiére fois de poser les bases 


d’une classification générale dans le monde si confus des Mycobactéries. 

Nous augmentons a l’heure actuelle le nombre d’essais déja nombreux 
que nous avons pratiqués (50 environ) et nous espérons que nos conclu- 
sions pourront ¢tre généralisées. 
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SEPARATEUR 
DE GERMES ET CULTURES PURES BACTERIENNES 


par Paut HAUDUROY et Marcer CEVEY. 


(Institut d’Hygiéne. Lausanne.) 


Le séparateur de germes [4] convenablement manipulé permet cn 
quelques instants de séparer les éléments d'une colonie bactérienne 
et de les ensemencer cellule par cellule sur des milieux solides. On 
obtient ainsi des « clones » répondant parfaitement 4 la définition 
qu’on en a donnée : « progéniture d’une cellule unique en voie de 
multiplication ». 

Nous avons appliqué le séparateur de germes 4 l'étude de cultures 
dites pures, obtenues de colonies isolées par les méthodes classiques 
et composées de microbes ayant tous la méme morphologie, les 
mémes réactions biochimiques et biologiques typiques. ; 

Nous avons alors constaté que, dans un ceriain nombre de cas, ces 
cultures n’étaient que des mélanges de microbes, appartenant tous, 
bien entendu, au méme genre, mais différant entre eux par certains 
caractéres. 

Voici quelques exemples pris parmi-nos essais pratiqués avec des 
souches de Mycobactéries. 

Mycobactérie « Urmatt » (Souche 33 de notre collection). Provient 
d’un abcés tuberculeux chez un homme. Le microbe a été isolé par le 
professeur Laigret de Strasbourg qui nous ]a aimablement commu- 
niqué. Bacille acido-alcoolo-résistant. Culture assez rapide sur milieu 
de Léwenstein. Tue le cobaye dans les délais classiques. Présente des 
réactions cytochimiques de virulence positives (Dubos) et une réaction 
cytochimique de Wilson [2] négative. Aprés passage par le séparateur 
de germes, on obtient deux souches différentes : un baeille tuberculeuz 
typique (tue le cobaye, réaction cytochimique de Dubos positive, réac- 
tion de Wilson positive, culture se faisant dans les délais normaux) 
et un bacille avirulent (acido-alcoolo-résistant, réaction cytochimique 
de Dubos négative, réaction de Wilson négative, ne tue pas le cobaye, 
pousse assez rapidement). 

Mycobactérie « Reig ». (Souche 900 de notre collection). A été isolée 
par le docteur Reig, de Barcelone, et étudiée par lui. Provient des 
expectorations d’un homme dont l’histoire clinique est incompléte car, 
apres étre venu consulter dans un dispensaire, il ne s’est jamais 
représenté aux consultations. Bacille a.ar.; culture lisse, couleur 
chamois, virulence irrégyliére pour le cobaye. Aprés passage par le 
séparateur de germes, 0 tion de trois souches différentes. 

Souche 900 J : bacilles a.a.r., culture lisse, pigmentée en jaune, 
cultive & 37°, tests cytochimiques positifs (Dubos et Wilson), tue le 
cobaye dans les délais normaux. 

Souche 900 BI : bacilles a.a.r., se développe trés bien A 20°, culture 
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lisse. blanche, tests cytochimiques négatifs (Dubos et Wilson), ne tue 
pas le cobaye. 

Souche 900 Ch : bacilles a.a.r., cultive & 20° et A 37°, culture lisse, 
chamois, tests cytochimiques négatifs (Dubos et Wilson), ne tue pas 
le cobaye. 

En résumé, la souche originale Reig, contenait 3 souches de Myco- 
bactéries : 1 virulente et 2 avirulentes, celles-ci distinguables entre 
elles par la pigmentation et par les températures de culture. 

Les expériences que nous venons de rapporter (lesquelles ne sont 
que des exemples parmi de nombreuses autres concernant d’autres 
groupes microbiens que nous rapporterons plus tard) nous permettent, 
semble-t-il, de formuler les conclusions suivantes : 

1° Dans un certain pourcentage de cas qu’il est impossible de préciser 
pour le moment, des souches bactériennes considérées comme pures 
d’aprés les normes classiques ne le sont pas, le séparateur de germes 
permettant d’obtenir 4 partir d’elles des espéces différentes appartenant 
toutes cependant au méme genre. 

2° Les réactions biologiques et biochimiques positives produites par 
les souches « initiales » (avant toute séparation) sont probablement 
celles de la variété qui les posséde. Ainsi se trouve dissimulée la pré- 
sence des autres variétés. 


\ 
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RECHERCHES SUR LES COMMUNAUTES ANTIGENIQUES 
ENTRE LES CINQ TOXINES BOTULIQUES 


par A.-R. PREVOT et E.-R. BRYGOO. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


L’identification récente en France [41, 2, 3] des 3 types de botulisme 
Cc, D, E, qui n’y avaient pas encore été signalés et des 3 souches 
correspondantes, Cl. botulinum C, D et E, nous a obligés a reconsi- 
dérer plusieurs problémes d’immunologie touchant les toxines botu- 
liques. Le premier de ces problémes est celui des communautés anti- 
géniques entre les 5 toxines botuliques A, B, C, D, E. On admettait 
jusqu’ici une communauté antigénique entre les types A et B [4]. 
D’autre part, le sérum anti-C de Bengtson meutralise partiellement la 
toxine de Seddon, alors que l’antitoxine dé*Seddon ne neutralise pas 
la toxine C de Bengtson [5]. Par ailleurs, l’&ntitoxine C o neutralise 
partiellement Ja toxine C pf, mais l’antitoxine C f§ ne neutralise pas 
la toxine C « [6]. Enfin, Mason et Robinson ont trouvé une commu- 
nauté antigénique entre les types C et D [7]. 
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Il nous a semblé que ces neutralisations croisées avaient été prati- 
quées avec un trop petit nombre de DMm pour qu’on puisse en tirer 
des conclusions valables ; de plus, les sérums utilisés par Mason et 
Robinson étaient préparés avec plusieurs souches ; aussi avons-nous 
repris l’ensemble de la question par une méthode différente ; nous 
avons mis en présence des doses fixes de sérum : 100 U. A., c’est-a- 
dire la quantité qui neutralise 10000 DMm, et des doses croissantes 
des différentes toxines ; nous inoculons 3 souris blanches de 20 g 
avec chaque mélange, par voie péritonéale, et nous observons les 
animaux pendant quatre jours. 

Tous nos sérums ont été préparés avec une seule souche chacun 
nous avons utilisé les toxines A et. B obtenues avec les souches fran- 
caises de Legroux, la toxine C avec la souche sud-africaine D®F, la 
toxine D avec la souche francaise 468 de Prévot et Brygoo, la toxine 
avec la souche francaise P?4 de Prévot et Huet. Les 6 sérums anti-A 
titraient respectivement : 24000, 12000, 12000, 24000, 16000 et 
32.000 unités antitoxiques ; les sérums anti-B : 600, 1000, 2000 ct 
400 U. A. ; le sérum anti-C : 5000 U. A. ; les 4 sérums anti-D : 2 400, 
1 200, 300 et 1600 U. A. ; enfin le sérum anti-E : 1600 U. A. 

Dans ces conditions, on n’observe pas de neutralisation croisée entre 
les types A et B, comme ont cru l’observer quelques auteurs. Par 
contre, une communauté antigénique entre les types C et D, qui était 
apparue déja dans des expériences préliminaires faites sur 10 DMm, 
a été confirmée par les expériences faites avec un plus grand nombre 
de DMm, par exemple : 

100 U. A. de sérum anti-D n° 74 neutralisent 100 DMm de toxine 

100 U. A. de sérum anti-D n° 649 neutralisent 300 DMm de toxine 

100 U. A. de sérum anti-D n° 650 neutralisent 40 DMm de toxine 

100 U. A. de sérum anti-D n° 653 neutralisent 40 DMm de toxine 

Et réciproquement : 

100 U. A. de sérum anti-C n° 363 neutralisent 50 DMm de toxine 

Ainsi, il existe un antigéne commun aux toxines botuliques 
et D, alors qu’il n’existe aucune communauté antigénique entre les 
diverses autres toxines. Ce fait est de nature a nous obliger 4 modifier 
nos conceptions sur la systématique des types toxinogénes de Cl. botu- 
linum, en particulier & considérer A et B comme des espéces nettement 
différentes et au contraire C et D comme des types toxinogénes de la 
méme espéce. I] est également susceptible de nous faire comprendre 
pourquoi, depuis les travaux de Willems [8], une divergence de 
nomenclature régne dans le monde au sujet des types C et D, le type 
D franco-belge et allemand étant le type C sud-africatn et nord- 
américain. Ce probléme était étudié depuis plusieurs années par les 
spécialistes mondiaux du botulisme sans résultat : on peut mainte- 
nant envisager que la toxine de Willems ait été neutralisée par l’anti- 
toxine D allemande sans appartenir a ce type. 


oF aann 
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RESISTANCE DES TOXINES BOTULIQUES 
EN DILUTION DANS L’EAU 


par E.-R. BRYGOO. 


(Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Nous savons que les toxines botuliques A et B s’altérent assez rapi- 
dement 4a la lumiére et A la température du laboratoire (Weinberg, 
Nativelle et Prévot, p. 317) ; on ne posséde, par contre, que fort peu 
de renseignements sur la résistance des différentes toxines botuliques 
en dilution dans l’eau. 

Ce point n’est plus sans intérét depuis que nous connaissons 
Vimportance du botulisme animal par « forage poisoning ». 

Pour ces expériences, nous avons utilisé des toxines préparées par 
culture en bouillon VF des souches francaises de Clostridium botu- 
linum A, B, D, E (1) et d’une souche de Cl. botulinum C (1) en prove- 
nance d’Afrique Australe. Le titre variait suivant les lots : pour ia 
toxine A de 100000 4 300000 DMm souris par millilitre ; pour la 
toxine B, de 5000 a 20000; pour la toxine C, de 40000 a 80000 ; 
pour la toxine D, de 40000 & 50000 et enfin, pour la toxine E, de 
1000 & 2000 DMm souris par millilitre. 

Les toxines étaient diluées en eau du robinet pour obtenir un titre 
final de 10 DMm/ml. La dilution, placée dans une fiole Fourneau de 
125 ml remplie 4 moitié et bouchée par un tampon de coton, était 
abandonnée sur la table du laboratoire. Pour apprécier le pouvoir 
_toxique des dilutions nous inoculions, par voie intrapéritonéale, des 
lots de 8 souris de 18 A 20 g chaque souris recevant 1/2 ml, quantité 
de liquide correspondant &4 5 DMm de la dilution initiale. Les souris 
étaient observées quatre jours. Une premiére inoculation avait lieu une 
heure aprés la dilution, les autres se succédaient de vingt-quatre en 
vingt-quatre heures. Pour chaque toxine, Jl’expérience fut répétée 
trois fois avec des lots différents. 

Le schéma résume les résultats observés. 

En dilution, la toxine A se montre la plus fragile. La toxine C est 
la plus résistante. Avec cette derniére, pour les 3 expériences, aprés 
quatre jours, toutes les souris étaient tuées en moins de quarante- 


huit heures. 


(1) Nous utilisons ici, pour les types toxinogénes la dénomination 
franco-belge. Le type D francais correspond au type C sud-africain et 
américain et réciproquement. 


1040 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


A deux reprises, avec la toxine E, une culture fut observée dans la 
dilution, dés la 24° heure. Il s’agissait, dans un cas, d’un staphylo- 
coque et. dans l’autre, d’un coliforme. Malgré cette culture, le pouvoir 
toxique subsista vingt-quatre heures avec le staphylocoque et quarante- 


Jours 


Lett oe ol A oD | 


Tox ines A B c D E 


Temps nécessaire pour observer une destruction de plus de 80 p 100 
du pouvoir létal des toxines botuliques en dilution. 


huit heures avec le coliforme. Il s’agissait bien d’une toxicité spéci- 
fique, neutralisable par le sérum antibotulique E. 

Conclusions. — Les toxines botuliques en dilution dans l eau, 
exposées 4 la lumiére et A la température ordinaire, peuvent conserver 
une fraction importante de leur pouvoir létal pendant un temps 
relativement long. Cette résistance est particulitrement marquée pour 
la toxine botulique C. La contamination des mares servant d’abreuvoir 
au bétail pourrait donc éventuellement jouer un réle dans 1’étiologie 
du botulisme animal. 


ACTION DES AGENTS EPURATEURS 
SUR LES TOXINES BOTULIQUES 
EN DILUTION DANS L’EAU 


par E.-R. BRYGOO. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


On sait que le permanganate, la soude, le savon liquide neutralisent 
les toxines botuliques A et B aprés un certain temps de séjour A 
létuve. Un travail récent de Jude, Girard et Carrat (C. R. Soc. Biol., 
1949, 443, 318) signalait l’action destructrice de certains agents 
chimiques sur les toxines botulique et tétanique. Ces auteurs 
étudiérent l’action de Vhypochlorite de soude, de l’iode, du perman- 
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ganate et d’un composé ammonium quaternaire sur 2 échantillons 
de toxine botulique D desséchée, d’une puissance d’ailleurs assez 
faible (respectivement 5 et 1,2 DMm souris par wmilligramme de 
poudre). Ils pouvaient conclure de leurs expériences que « plus une 
toxine sera purifiée et agira sous un faible volume, plus elle sera 
sensible et facilement détruite par ces agents ». 

Disposant de toute une gamme de toxines particulitrement actives, 
nous avons voulu, d’une part, confirmer ces résultats et, d’autre part, 
vérifier s’il était possible d’étendre ces conclusions aux autres toxines 
botuliques. 

Les toxines utilisées furent les mémes que dans l’expérience précé- 
dente. La quantité de toxine nécessaire était diluée dans 1 litre 
d’eau du robinet pour obtenir un taux de 10 DMm par millilitre. On 
ajoutait ensuite Vagent d’épuration : MnO,K, solution titrée d’hypo- 
chlorite solution de lugol. Aprés quinze et trente minutes de contact, 
des lots de 3 souris étaient inoculés, comme pour la_ précédente 
expérience. 

Le tableau ci-joint résume les résultats obtenus. 


CONCENTRATIONS G/L 


DIL s 
TOXINES biases 5 
ml/I @ 


+ 


1 0,0025 
0,0025 | 0,005 


0;0025 
0,0025 | 0,005 


0,0 
0,5 
0,05 | 0,0025 | 0,008 
0,05 

3 


O, concentrations ne détruisant pas 80 p. 100 de la toxine en 15 minutes; +, concen- 
trations détruisant au moins 80 p. 100 de la toxine en 15 minutes. 


Il ne comporte pas les résultats de toutes les expériences réalisées ; 
plusieurs lots de toxines furent en effet utilisés. Les chiffres 
donnés sont les chiffres extrémes. Nous avons admis comme concen- 
tration efficace, celle capable de détruire en quinze minutes, a la 
température du laboratoire, au moins 80 p. 100 de la toxine, ce qui 
se traduisait par la survie de toutes les souris inoculées. 

Ces résultats confirment les observations antérieures. Jude, Girard 
et Carrat avaient obtenu, pour leur toxine D la plus active, une 
destruction par 0,06 de MnO,K pendant quinze minutes, par 0,05 de 
chlore pendant dix minutes ou par 0,016 d’iode en trente minutes. 

Conclusions. — Les toxines botuliques A, B, C, D, E, en dilution, 
sont toutes les cing trés sensibles 4 l’action des agents épurateurs. 
Elles sont détruites en quinze minutes par des concentrations de 
permanganate, de chlore ou d’iode, de l’ordre de celles habituellement 
utilisées pour la stérilisation de l’eau. 
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ETUDE COMPARATIVE DES LESIONS HISTOLOGIQUES 
PROVOQUEES, CHEZ LE RAT BLANC, 
PAR INOCULATION DU BACILLE DE HANSEN 
ET DE 25 SOUCHES DE BACILLES ACIDO-RESISTANTS 
ISOLES A PARTIR DE LEPROMES HUMAINS 


par Soruk MARIE-SUZANNE, R. NOEL et R. SOHIER. 


(Laboratoire de Recherches P.F. Faculté Catholique de Lyon, 
Laboratoire d’Histologie et Laboratoire d’Hygiéne 
de la Faculté de Médecine de Lyon.) 


Dans des travaux antérieurs [4, 2, 3, 5] nous avons fait une étude 
comparative des lésions histologiques provoquées, dans la peau et le 
testicule du rat blanc, d’une part par le B. de Hansen prélevé direc- 
tement sur le malade, d’autre part par une souche de Mycobacterium 
dite « Chauviré » [4] (isolée et cultivée par l’un de nous a partir 
d’un léprome humain) et par d’autres souches de bacilles paratuber- 
culeux d’origines diverses, Les images observées, en ce qui concerne 
le B. de Hansen et le B. Chauviré, présentaient une similitude a peu 
prés parfaite, tandis que les mycobacteria dits « paratuberculeux » 
n’ont provoqué aucune réaction qui, de prés ou de loin, puisse étre 
comparée & celles pratiquement identiques, observées dans les deux 
premiers cas et dont nous rappelons ici |’essentiel. 

Aprés une période initiale, ot: l’on constate des lésions diffuses avec 
réaction lymphocytaire intense, sans ‘trace de polynucléaires, les 
bacilles sont phagocytés par des histiocytes qui, trés rapidement, 
montrent une tendance nette 4 s’agglomérer en nodules arrondis et 
plus ou moins nettement circulaires, autour desquels les lymphocytes 
se rassemblent en couronne. Peu a peu, les bacilles se désagrégent, 
s’émiettent en granulations d’abord fuchsinophiles, puis ocrées. Aprés 
la disparition des bacilles, les nodules constitués par des histiocytes en 
cours de transformation épithélioide sont presque toujours nettement 
séparés de la nappe lymphocytaire qui les entoure par un halo clair. 
Il n’existe aucune interpénétration entre les lymphocytes périnodu- 
laires et les histiocytes épithélioides. Les Iésions persistent longtemps 
sous cette forme caractéristique. Elles ont été retrouvées vingt-cing 
mois aprés l’inoculation. Les nerfs sont souvent sertis par un anneau 
lymphocytaire trés dense ; dans les ganglions un peut observer, au 
cours des premiéres semaines, quelques histiocytes isolés ou en 
groupes de 2 ou 3 et porteurs de bacilles. Ceux-ci disparaissent trés 
vite pour laisser, 4 leur place, quelques granulations ocrées dans le 
protoplasme des histiocytes qui les ont contenus. Le tableau histolo- 
gique offert par la souche Chauviré est identique, A la seule diffé- 
rence prés que les bacilles cultivés persistent plus longtemps dans les 
nodules histiocytaires-épithélioides. 
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Sur les 146 rats inoculés avec le B. de Hansen, 3 ont fait des abcés, 
probablement dus A une infection de l’inoculat. Deux animaux ont 
montré une évolution mixte, A la fois tuberculoide et lépromateuse, 
celle-ci étant caractérisée par l’existence, en certains points, de lésions 
diffuses, non nodulaires, avec histiocytes dispersés chargés de bacilles, 
lésions en activité manifeste aprés le dixitme mois. Tous les autres 
rats ont évolué suivant la forme tuberculoide pure, avec granulomes 
épithélioides entourés du halo lymphocytaire classique et disparition 
plus ou moins rapide des bacilles. 


Nous avons repris ces mémes expériences avec 26 souches de bacilles 
acido-résistants isolés A partir de tissus lépreux, aimablement pro- 
curées par le professeur Penso et dont voici la liste. 


1. Nabarro Bayon, n° 511, de la Collection de types de cultures de Londres. 

2. 18, n° 518, de la Collection de types de cultures de Londres. 

3. Elly, n° 522, de la Collection de types de cultures de Londres. 

4. Clegg I, n° 512, de la Collection de types de cultures de Londres. 

5. Clegg II, n° 513, de la Collection de types de cultures de Londres. 

6. Brinckeehoff I, n° 516, de la Collection de types de cultures de Londres. 

8. Currie, n° 521, de la Collection de types de cultures de Londres. 

9. Duval’s, n° 558, de la Collection de types de cultures de Londres. 

10. Barry, n° 519, de la Collection de types de cultures de Londres. 

Il. Levy Chrome, n° 515, de la Collection de types de cultures de Londres. 

12. Kedrosky, n° 509, de la Collection de types de cultures de Londres. 

13. Rost et Williams, n° 510, de la Collection de types de cultures de Londres. 

14. Needham, n° 4566, de la Collection de types de cultures de Londres. 

15. Cumins, n° 3630, de la Collection de types de cultures de Londres. 

16. Muir, n° 3460, de la Collection de types de cultures de Londres. 

17. A. R.L., Institut d’Hygiéne de l’Université de Florence (professeur Mazetti), 
isolée d’une Galleria inoculée avec du matériel lépreux. 

18. Souche n° 4, Institut Oswaldo Cruz, Rio-de-Janeiro, souche Hecke. 

19. Souche n° 7, Institut Oswaldo Cruz, Rio-de-Janeiro, souche Chaves I. 

22. Souche n° 12, Institut Oswaldo Cruz, Rio-de-Janeiro, souche Emilia. 

24. Souche n° 15, Institut Oswaldo Cruz, Rio-de-Janeiro, souche Stefansky. 

26. José (1941), Institut Oswaldo Cruz, Rio-de-Janeiro, isolée d’un léprome de la 
peau (professeur S. Araujo). 

28. Minervina, Institut Oswaldo Cruz, Rio-de-Janeiro, isolée des crachats d’une 
femme considérée comme lépreuse (professeur $. Araujo). 

29. Lheras, culture isolée du sang de lépreux en réaction (D® Lheras). 

30. Chauviré, bacille isolé et cultivé 4 partir d’un léprome humain (par Sceur 
Marie-Suzanne). 

33. Dalva, Institut Oswaldo Cruz, Rio-de-Janeiro (professeur S. Araujo), isolée d’un 
mucus nasal 


Toutes ces souches ont été repiquées le méme jour, sur milieu de 
Petragnani modifié (laboratoire du professeur Sohier) et mises 4 l’étuve 
4 33-35° pendant un mois. 

1 mg de culture, évalué A Vése, a été émulsionné dans 3 cm*® de 
sérum physiologique. Chaque animal a recu 1/10 de centimetre cube 
en injection sous-cutanée bilatérale, dans les aines pour les femelles, 
dans les aines et le testicule pour les males (l’injection intratesticulaire 
étant employée comme contréle éventuel des cas ot les lésions 
n’auraient pu ¢étre retrouvées dans la peau). Afin d’éviter autant que 
possible un traumatisme d’inoculation susceptible de fausser la réac- 
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tion tissulaire, nous avons utilisé des aiguilles trés fines avec de trés 
petites doses d’inoculat. Par ailleurs, les animaux inoculés ont été 
gardés dans des bocaux de verre pour éviter tout danger d’infection 
ou de blessure. 

Trois rats ont été inoculés pour chaque souche. Les prélévements 
ont été faits un mois, trois mois et six mois aprés l’inoculation. 

La plupart des animaux sont restés en bon état pendant toute la 
durée de l’expérience, A l'exception de 4 d’entre eux (1). 

A. — Sur l’ensemble des souches étudiées, 10 n’ont provoqué 
aucune lésion, en dehors d’un petit granulome banal résorbé sponta- 
nément dés le premier mois. 

B. — Treize souches ont donné des Ilésions, localisées au point 
d’inoculation, qui ont pu étre retrouvées jusqu’au sixiéme mois, mais 
en régression trés nette. Elles sont constituées par une nappe réaction- 
nelle histio-lymphocytaire renfermant des ilots nécrotiques remplis 
de polynucléaires. On constate, assez fréquemment, l’existence de 
formations histiocytaires d’allure plus ou moins nodulaire 4 contours 
irréguliers, souvent allongées en languettes. Leur périphérie est au 
contact immédiat de la nappe lymphocytaire ambiante, avec pénétra- 
tion des lymphocytes dans la masse des histiocytes. Il _y a 14 une zone 
de contact et d’interpénétration qui nous parait étre assez caractéris- 
tique et que nous n’avons jamais rencontrée avec le Hansen ou avec 
le Chauviré. On ne voit pas de lésion 4 distance du point d’inoculation. 

Si l’on voulait schématiser, on pourrait écrire que les lésions obser- 
vées different de celles provoquées par le Hansen et le Chauviré par 
les caractéres suivants : 

1° La présence de lésions limitées au point d’inoculation, sans ten- 
dance a l’essaimage, avec présence de polynucléaires abondants et de 
zones de nécrose. 

2° L’existence de quelques nodules histiocytaires, entourés d’une 
nappe lymphocytaire avec pénétration évidente des lymphocytes a la 
périphérie et & lintérieur de la nappe centrale formée par les histio- 
cytes. Dans le nodule épithélicide hansénien, il existe toujours une 
séparation nette. marquée par un halo circulaire, clair, qui sépare la 
sertissure lymphocytaire de l’amas histiocytaire. 

C. — Une seule souche a donné des images assez voisines de celles 
du Hansen et du Chauviré (souche A. R. L. isolée par Terni et Signo- 
rini). On y retrouve les plages lymphocytaires encerclant les nodules 


(1) Quelques souches se sont comportées de facon un peu particuliére : 

Les rats de la souche Hecke (n° 18) sont morts dans Jes quatre premiers 
mois ; les essais ont été répétés trois fois et n’ont jamais permis une 
survie supérieure a quatre mois. Cette souche ne parait pas étre pure. 

La souche Cumins (n° 15) a-déterminé des micro-abcés multiples, carac- 
térisés par la présence de polynucléaires renfermant des bacilles. Entre 
les zones de nécrose, on a vu des coulées d’histiocytes macrophagiques 
également bacilliféres. 

La souche Kedrosky (n° 12) a provoqué une éosinophilie tissulaire chez 
tous les rats inoculés. Les éosinophiles ont été retrouvés dans le foie, 
la rate, le tissu cellulaire sous-cutané et les ganglions ; leur nombre allait 
en croissant avec la durée de l’infection. 

La souche Dalvas (n° 33) a également donné une éosinophilie lissulaire, 
cependant moins marquée qu’avec la Kedrosky. 


Mémoire Soeur MARIE-SUZANNE. 
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épithélioides tout en ménageant dans leur intervalle le halo clair péri- 
nodulaire caractéristique. La seule différence constatée par nous réside 
dans le fait que le granulome d’inoculation persiste jusqu’au huitiéme 
mois avec zone nécrotique centrale et présence de polynucléaires 
abondants. 

S’il n’était pas téméraire de tirer de nos recherches un essai de 
classification des divers acido-résistants isolés chez des lépreux, étudiés 
par nous, du point de vue des lésions histologiques, nous adopterions 
la formule suivante : 


Type I. Hansen et Chauviré : lésions typiques identiques. 


Type Il. A.R,L: assez voisin des précédents, sauf la présence des ilots nécro- 
tiques avec polynucléaires au point d’inoculation. 


Type Ill. Nabarro Bayon. | 
48. 


Elly. 
Currie. 
Levy Chrome. 
Needham, 
Cummins. 
Muir. 

Hecke S.A. 
Chaves S.A. 
Emilia S.A. 
José S.A. 
Lheras. 


Lésions localisées au point dinoculation avec 
ilots nécrotiques et présence de polynucléaires. 


Type LV. Clegg I. 
Clegg II. 
Brinckerhoff. 
Duval’s. Pas de lésions en dehors7d'un granulome banal, 
Barry. avec parfois présence d’éosinophiles, granu- 
Kedrosky. lome résorbé spontanément dés le premier 
Rost et Williams. mois. 
Stefansky S. A. 
Minervina. 
Dalvas. 
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LEGENDE DES PLANCHES 


Prancue I. — Type I. Lésions typiques (Hansen et Chauviré). Type II. Lésions 
voisines des précédentes, mais présence des polynucléaires (souche n° 17. 
AS Bisds)). 


Prancne I]. — Type II. Lésions localisées au point d'inoculation avec ilots 
nécrotiques et présence de polynucléaires (souche n° 48. Hecke). Type 1V. Gra- 
nulome banal (souche ne 13. Rost et Williams). 
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SATELLITISME DE SH/GELLA SONNEI 
AUTOUR DES COLONIES DE MUTANT 
ATTAQUANT LE LACTOSE 


par P. THIBAULT et M™* S. RUBINSTEN, 


(Institut Pasteur. Service-de Microbie générale et C.N. R. S.) 


Lorsqu’on a étalé sur milieu gélosé, contenant du lactose comme seule 
source de carbone, une suspension dense de Shigella sonnei, quelques 
colonies du variant L+, capable d’attaquer rapidement le lactose, 
cultivent en deux, trois jours 4 37°, puis s’entourent secondairement 
d’un halo (fig. 1 et 2). Cet aspect est did & un développement remar- 
quable au voisinage de la colonie L+ des germes L—, incapables 
d’assimiler le lactose [4, 2]. Ils forment un anneau de culture 
confluente, dont l]’épaisseur et la densité s’atténuent progressivement 
en s’éloignant du centre ; la périphérie se fond insensiblement avec 
le semis de colonies naines qui couvre le milieu. Il y a lieu de se 
demander si ce satellitisme est sous la dépendance de facteurs spéci- 
fiques ou s'il est dd simplement, comme l’avait pensé Lewis [3] 
a propos du coli mutabile, & la libération par hydrolyse du lactose de 
substances carbonées assimilables par les germes L—. 

Si, aprés avoir ensemencé en nappe une plaque de milieu synthé- 
tique lactosé, on dépose a la surface un petit disque de papier buvard 
imprégné d’une solution de glucose, en deux 4 trois jours d’étuve, 
le disque s’entoure d’une auréole de culture identique 4 celle qui se 
développe autour des colonies L+. Si, au contraire, le disque est placé 
au contact du milieu quarante-huit heures avant l’ensemencement et 
retiré au moment de l’effectuer, aucun enrichissement de la culture 
ne distingue l’endroit ot il a séjourné. Pour qu’une culture visible 
traduise la présence d’une quantité minime de glucide assimilable, 
il faut que les bactéries puissent utiliser ce glucide prés de sa source 
avant qu’il ait largement diffusé dans le milieu. 

Cependant, lorsqu’on ensemence abondamment une petite surface 
circulaire de 1 4 2 cm de diamétre avec une culture sur gélose d’un 
mutant Shigella sonnei L+ et qu’aprés deux & trois jours on stérilise 
la colonie obtenue par les vapeurs de chloroforme, l’étalement d’une 
suspension de Shigella sonnei L— donne lieu & un développement 
électif autour de la culture L+ tuée (fig. 3). L’action du chloroforme 
favorise peut-étre la production du phénoméne, mais n’est pas obli- 
gatoire. Sur une plaque du milieu synthétique lactosé habituel, dispo- 
sons. un disque de papier de la dimension de la boite de Petri, puis 
coulons 4 sa surface une couche trés mince du méme milieu gélosé ; 
aprés solidification, ensemengons comme précédemment une petite 
surface circulaire avec le mutant L+. Aprés avoir laissé cultiver trois 
jours, retirons stérilement le papier avec la couche superficielle et la 
colonie qu’il supporte, puis ensemencons réguliérement toute ta 
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Fic. 4. — Colonies L+ entourées d’un halo de culture L—, dix jours aprés 
Vensemencement avec une suspension épaisse de Shigella sonnei (sur milieu 
synthétique lactosé). 


Fic. 2. — Colonie L+. D X 10. 
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surface sotis-jacente avec une suspension de L—; la culture se déve- 
loppe électivement autour de la zone correspondant a la colonie dis- 
parue (fig. 4). Sur milieux lactosés synthétiques, les colonies tuées ou 
supprimées de L+ conservent donc la propriété de susciter le dévelop- 
pement, & leur voisinage, des germes L—. 

Des faits analogues peuvent s’observer sur gélose nutritive lactosée : 
les germes L— se multiplient sur toute la surface, mais avec une 
richesse manifestement accrue autour des points de culture L+. Rien 
de semblable ne survient si l’on opére sur gélose ordinaire non lactosée 
ou sur milieu synthétique glucosé : le phénoméne est en rapport étroit 
avec le métabolisme glucidique. 

Au voisinage immédiat d’une culture L+ de quarante-huit a soixante- 


Fic. 3. — Culture en point de Shigella sonnei L+, tuée par les vapeurs de 
chloroforme. L’ensemencement pratiqué ensuite avec la souche mére Shigella 
sonnei a fourni une culture localisée (sur milieu synthétique lactosé). 


douze heures, on peut découper un petit fragment de gélose, le 
reporter sur une boite ensemencée depuis quarante-huit heures avec 
une suspension L— et voir apparaitre un enrichissement local per- 
ceptible dés le lendemain, plus net aprés quarante-huit a soixante- 
douze heures d’étuve. On peut également placer le fragment de gélose 
sur un milieu neuf, le laisser en contact quarante-huit heures a 37°, 
Venlever, ensemencer en nappe une suspension de L et observer, 
les jours suivants, une culture riche dans la zone ow s’est produit 
le contact. L’action favorisante des cultures L+ sur le développement 
des bactéries L— s’exerce par l’intermédiaire de substances diffusibles 
dans la gélose, dont l’action persiste méme aprés la mort ou la sup- 
pression de la colonie. 

Placons sur une plaque de milieu synthélique lactosé une fetiille de 
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cellophane stérile, ensemencons sur cette surface une petite zone 
circulaire avec le variant L+ ; la culture se développe trés bien. Aprés 
trois jours, enlevons la cellophane aprés avoir tué ou non les germes 
avec les vapeurs de chloroforme ; l’ensemencement dela gélose avec 
les germes L— ne donne aucun développement. Les substances actives 
n’ont pu traverser la cellophane. 

Nous avons recherché si ces substances agissaient spécifiquement, 
c’est-a-dire si le mutant L+ de Shigella sonnei, cultivé en point sur 
milieu solide lactosé, puis tué par le chloroforme, favorisait unique- 
ment le développement de la souche L— qui lui avait donné naissance 


\ 


Fic. 4. — Le papier gélosé constituant la couche superficielle du milieu et 
portant une culture en point de Shigella sonnei L+, a éte enlevé. L’ensemen- 
cement en nappe de la couche sous-jacente avec la couche mére Shigella 
sonnei a fourni une culture localisée (sur milieu synthétique lactos6). 


ou également les autres souches de Shigella sonnei ou méme des 
cultures L— appartenant a d’autres espéces. Inversement, nous avons 
recherché si des colonies de quelques espéces diverses, attaquant le 
lactose, étaient capables de favoriser la culture de Shigella sonnei L—. 
Ces observations ont été faites pour la plupart sur le méme milieti 
synthétique mais, dans certains cas, comme pour le staphylocoque, 
elles ont été poursuivies sur gélose nutritive lactosée ; méme dans 
ces conditions, le phénoméne est trés visible, surtout au bout de 
quelques jours. Les souches choisies ont d’abord été éprouvées sur 
gélose non lactosée pour vérifier qu’elles n’exercaient entre elles 
aucune action favorisante ou inhibitrice. 

Le mutant L+ de Shigella sonnei favorise le développement des 
5 souches de Shigella sonnei employées. Il favorise également une 
souche de Shigella flexneri 3, de Shigella boydii 6, de Proteus retigeri, 


1050 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


de Salmonella paratyphi B, et méme de 4 souches de staphylocoque, 
n’attaquant pas le lactose. 

Trois souches différentes d’Escherichia coli montrent une activité 
semblable vis-A-vis des mémes espéces. 

Shigella sonnei L— est favorisée par le développement de 4 souches 
d’Escherichia coli, par 2 souches de staphylocoque actives sur le lactose. 

Il existe, il est vrai, entre les diverses souches qui attaquent le 
lactose, des différences dans leur aptitude a favoriser la culture des 
souches qui n’attaquent pas ce glucide, des différences aussi dans 
l’aptitude de ces derniéres a utiliser les substances qui leur sont 
offertes : le phénoméne, net parfois en vingt-quatre heures, peut 
réclamer trois jours, cing jours pour devenir indiscutable. I] est certain 
cependant que les cultures de germes attaquant le lactose sont suscep- 
tibles de promouvoir sur milieu lactosé le développement de germes 
incapables d’assimiler ce glucide, méme si ces germes appartiennent 
& des espéces fort éloignées. 

En résumé, sur milieu solide lactosé, les colonies de Shigella 
sonnei L+ favorisent le développement, a leur voisinage, de Shigella 
sonnei L—. L’action favorisante peut s’exercer, une fois la colonie 
tuée ou supprimée, par l’intermédiaire de substances diffusant dans 
la gélose, mais incapables de traverser la cellophane. Ces substances, 
produites par divers germes attaquant le lactose, favorisent la crois- 
sance de germes n’utilisant pas ce glucide, qu’ils appartiennent ou non 
ai la méme espéce. Aucun phénoméne semblable ne se produit sur 
milieux dépourvus de lactose. Sur plaque lactosée, un petit disque de 
papier imprégné de glucose s’entoure, comme une colonie L+, d’une 
auréole de culture L—. Le phénoméne parait donc dt a 1’élaboration 
par les enzymes bactériens, aux dépens du lactose, d’aliments carbonés 
utilisables par les germes L—. 
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LA RECEPTIVITE DES SINGES 
CERCOPITHECGUS MONA NIGRIPES DU CLAILLU 
ET PAP/O (MANDRILLUS) LEUCOPHAUS (CUVIER) 
AU VIRUS POLIOMYELITIQUE TYPE LANSING 


par Aimk PELLISSIER et Guy AUDEBAUD. 
Unstitut Pasteur de Brazzaville.) 
Les souches de virus poliomyélitique de type Lansing que nous avons 


utilisées sont : 1° la souche Lansing originale de Ch. Armstrong [4, 2] 
que nous a envoyée le D* P. Lépine, et 2° la souche MEF1 isolée pen- 
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dant la guerre dans le bassin méditerranéen par van Rooyen et 
Morgan [4] et identifiée au type Lansing du virus poliomyélitique 
par Schlesinger, Morgan et Olitsky [3], que nous a aimablement 
envoyée P. K. Olitsky, de l'Institut Rockefeller. Ces souches étaient 
normalement entretenues sur souris et ont subi chacune 5 passages 
sur souris 4 l'Institut Pasteur de Brazzaville. 

Nous avons inoculé par voie intracérébrale 7 espéces différentes de 
singes pour éprouver leur réceptivité, A savoir : 

Le Drill, Papio (Mandrillus) leucophaeus (Cuvier) ; 

Le museau bleu, Cercopithecus cephus cephus (Linné) ; 

Le pain a cacheter, Cercopithecus nictitans nictitans (Linné) ; 

La Mone a pieds noirs, Cercopithecus mona nigripes du Claillu ; 

Le Malbrouk, Cercopithecus aethiops cynosorus (Scopoli) ; 

Le Talapoin, Miopithecus talapoin talapoin (Scheeber) ; 

Le cercocébe agile, Cercocebus galeritus agilis Milne Edwards. 

Les espéces les plus communes dans la région, soit le museau bleu 
et le pain 4 cacheter, ont été inoculées chacune avec les deux souches, 
les autres espéces ont été inoculées avec l’une ou l’atitre des souches. 

Parmi ces singes, deux espéces seulement se sont montrées sensibles 
au virus poliomyélitique du type Lansing. Ce sont le Drill, Papio 
(Mandrillus) leucophaeus, et la Mone, Cercopithecus mona nigripes. 

Le Drill, singe n° 351, a été inoculé par voie intracérébrale avec la 
souche MEF1. Cet animal n’a pas présenté de fiévre. Le onziéme jour 
au soir on a noté une parésie des membres inférieurs. L’animal, & vrai 
dire, n’était pas dans un état général trés brillant et était déja fort 
amaigri avant linoculation. Le douziéme jour au matin il est trouvé 
mort. L’autopsie n’a rien révélé de notable et l’examen histologique 
du cerveau et de la moelle a montré des lésions discrétes de polio- 
myélite. Nous pensons que le mauvais état physique de ce singe 
a accéléré sa mort, avant que ne se soient constituées les belles lésions 
que nous avons observées chez le singe suivant. 

La Mone a pieds noirs, singe n° 304, a été inoculée par voie intra- 
cérébrale avec la souche Lansing. L’évolution de la maladie s’est faite 
absoliment sans poussée fébrile. Le quatorziéme jour au matin, 
l’animal est trouvé avec une paraplégie qui a augmenté d’intensite 
au cours de la journée. Le lendemain, l’animal est quadriplégique et 
nous le sacrifions. L’autopsie ne montre qu’une congestion des 
méninges cérébrales et médullaires. L’examen histologique montre les 
lésions classiques chez le singe du virus poliomyélitique de type 
Lansing, aprés un certain nombre de passages chez la souris. Nous 
voulons dire que les phénoménes inflammatoires de périvascularite et 
de nodules encéphalitiques au niveau de la moelle sont plus intenses 
que ceux observés avec le virus poliomyélitique du type Brunhilde. 
De méme, au niveau du cerveau, on doit noter une certaine diffusion 
au dela des noyaux gris centraux. 

Chez ces deux singes nous avons recherché le virus dans le sang 
prélevé dés le début des signes parétiques ou paralytiques. Cette 
recherche s’est montrée négative, en conformité avec les données clas- 
siques. 

Nous avons également échoué dans la tentative de passage de cerveau 
de singe A cerveau de souris. Nous avons inoculé dans les deux cas un 
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broyat de cerveau et de moelle par voie intracérébrale 4 la souris, sans 
obtenir de résultat. Nous devons donc conclure 4 une autostérilisation 
du virus, selon la conception de C. Levaditi, fait qui a déja été signalé 
avec le singe callitriche par Stefanopoulo et Vieuchange [95]. 

En résumé, nous avons étudié la réceptivité des singes locaux au 
virus poliomyélitique du type Lansing. Sur les 7 espéces étudiées, 
2 seulement se sont montrées réceptives. Ce sont la Mone 4a pieds 
noirs, Cercopithecus mona nigripes et le Drill Papio (Mandrillus) 
leucophaeus. 
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LA PREPARATION DE BACTERIES « MARQUEES » 
AVEC LE RADIOPHOSPHORE 


par P. BONET-MAURY et A. DEYSINE. 


(Institut du Radium. Service de M. Bonét-Maury.) 


Parmi les applications biologiques des indicateurs radio-actifs, la 
préparation de bactéries marquées avec un radio-élément conyvenable 
parait intéressante. La possibilité de déterminer par cette méthode 
la répartition des germes pathogénes dans un organisme infecté et de 
mesurer dans chaque organe leur nombre exact serait d’un grand 
intérét pour résoudre de nombreux problémes de pathologie expéri- 
mentale. 

La préparation de bactéries marquées peut étre envisagée par diffé- 
rentes techniques [4, 2]. Une des plus simples parait la prolifération 
du germe dans un milieu nutritif renfermant le radio-élément que 
Von désire fixer. 

Nos expériences ont porté sur la fixation du radiophosphore (22P, 
période: 14,5 jours; rayonnement fg d’énergie moyenne, 1,69 Mev, 
réduit de moitié par 60 mg/cm? d’Al) par B. coli, cultivé dans un 
milieu synthétique renfermant 100 uc/ml et 1 mc/ml de phosphate 
de sodium radio-actif. 


EFFETS DE L’ACTIVITE SUR LA CROISSANCE. — Nous avons tout d’abord 
constaté que la vitesse de prolifération de B. coli, étudiée par la 
méthode de l’enregistrement photométrique n’est pas modifiée en 
présence de radiophosphore, méme pour des concentrations de 
1 mc/ml [3]. Les germes présentent a l’examen microscopique un 
aspect absolument normal, et, repiqués sur milieu inactif, proliférent 
réguliérement, en donnant des courbes de croissance normales. 
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REPARTITION pu °?P. — En centrifugeant les cultures de 24 heures, 
on constate que les bactéries n’ont fixé qu’une faible fraction du 
radiophosphore mis 4 leur disposition (2 p. 1000 environ pour 
0,1 me/ml), car on retrouve dans le liquide centrifugé pratiquement 
toute l’activité de départ; la fixation parait plus importante (6 a 
11 p. 100) pour 1 mc/ml. Elle ne semble pas augmenter si l’on fait des 
passages successifs sur milieu radioactif (tableau I). 


TaBLeAu I. 


ACTIVITE 
de Ja solution 
centrifugée 


NUMERO 
du passage 
sur milieu actif 


ACTIVITE 
des bactéries 


ACTIVITE 
initiale 


uc /ml P p- 100 we /ml 
1°" passage 120 100 0,24 
2° passage 112 


3° passage 108 98 0,4 
4° passage 402 93 0,25 
5° passage 103 100 0,414 
6° passage 4109 104 0,22 


4" passage 000 73 
2° passage 5 950 90 
3° passage 900 


a: 32P/BCOLI 
i0 
08 
2 al eee sACTIVITE DES BACTERIES LAVEES 
510 
Z1o* 
2 5 fi 
5!0 


4 
10 0,1" mi 
z 
Wi 3 
w . 
= 10° ACTIVITE DES EAUX DE LAVAGE 
Z 
S10 
<z ror A 
(0) ree s 45-5" 6 iv Ss" Sto 


NOMBRE DE LAVAGES 


Pour éliminer le phosphore simplement adsorbé sur les bactéries, 
celles-ci, séparées du liquide actif, sont lavées avec du sérum physio- 
logique, par centrifugation. On observe alors une élimination rapide 
de la radio-activité fixée, qui passe dans les eaux de lavage. Au bout 
de 3 2 6 lavages, l’activité des eaux est réduite 4 0,01 p. 100 de sa 
valeur initiale et n’est plus modifiée par les lavages ultéricurs (fig. 1), 
quel que soit le temps de contact (tableau II). 

La mesure directe de la radio-activité des bactéries ainsi lavées 


10354 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tasieau II. 


ACTIVITE INITIALE DU MILTEU 


a E P 
NUMERO TEMPS 100 yc/ml 4 000 pe/ml 


du lavage de contact 


Activité des eaux de lavage 
(en coups/minute/ml) 


Qe 
3° 4 jour. 
4° lay Quelques minutes. 


5° 


6° ar . .{Quelques minutes. 
Et 4 jour. 

8s Quelques heures. 
ge 2 jours. 

10¢ Quelques heures. 
wile 


montre que le taux de fixation dépend beaucoup de la concentration 
initiale du radio-élément (tableaux I et II). 

Dans la troisisme colonne du tableau III on a calculé le nombre 
d’atomes de phosphore 31 répartis dans et sur une bactérie d’aprés ses 
dimensions moyennes (1) et sa teneur normale en P (3 p. 100) ; le 
nombre d’atomes de #2P et de *!P est déduit du rapport initial des 
concentrations °1P/%?P dans le milieu de culture. 

Il est évident que pour la concentration 100 uc/ml le phosphore est 


Tasieau Il. — Répartition de *p et *p dans et surun 8B. coli. 


B. coli 
(nombre d’atomes/bactérie) 
MILIEU DE CULTURE 


(Nombre d’atomes/ml) Caleulé 
Trouvé 
Intérieur Surface 


40% (5 mg/ml) 2,32 4188 | 6,54 105 | 4,95 >< 108 
6,6 < 10! (100 uc/ml) 15 0,043 13 


AOE LO? 


102° 2,32 4108 | 6,54 >< 108 
6,6 X 103 (4 me/ml) 450 0,43 


1,5 & 106 


(1) Cylindre de 2p x 05. 
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fixé complétement dans le corps microbien ; la concordance entre les 
valeurs calculées et trouvées est remarquable. Pour la concentra- 
tion 1 mc/ml le taux de fixation est considérable et il n’est pas facile 
de comprendre ot se fixe cette quantité de phosphore, qui correspon- 
drait 4 plusietirs dizaines de couches adsorbées sur la bactérie. 

L’activité des bactéries ainsi marquées paratt due surtout A une 
fixation du phosphore sur leur surface externe, la nature et la solidité 
de cette liaison étant encore mal déterminées. 

En admettant cependant que, comme le montrent les expériences de 
lavage, la fixation du phosphore soit suffisamment solide pour qu’on 
puisse utiliser les bactéries ainsi marquées in vivo, l’activité des 
germes injectés 4 l’animal deviendra rapidement inférieure 4 sa valeur 
initiale si une prolifération notable est possible dans l’organisme 
infecté. En effet, l’activité d’une bactérie baisse de moitié A chaque 
bipartition et tend 4 se répartir A peu prés uniformément entre ses 
descendants ; c’est ainsi que 1.000 germes actifs, en donnant naissance 
4 1000 000 de germes par prolifération (10 bipartitions environ), 
auront une activité réduite 4 1/1000 de leur activité initiale. [Il est 
donc désirable que cette activité initiale soit aussi élevée que possible. 

La précipitation chimique du radio-élément sur la surface bacté- 
rienne donne une fixation immédiate solide, avec un rendement plus 
élevé, mais on peut craindre une distribution moins uniforme [41]. 

La méthode des bactéries marquées parait donc intéressante, surtout 
pour des bactéries non proliférantes, ou pour des germes A multi- 
plication trés lente, comme le bacille tuberculeux. Ce dernier semble 
particuliérement convenable et des expériences avec ce germe sont en 
cours. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] P. Bonétr-Maury et H. R. Ourvier. C. R. Acad. Sci., 1939, 209, 459. 
[2] a) O. A. Ross. J. Immunol., 1942, 448, 329. 

b) J. O. Exy, J. Franklin Inst., 1941, 232, 385 ; 1942, 234, 500. 

c) G. Hevesy, K. A. Jensen et K. Zeraun, in : G. Hevesy, Radioactive 

indicators, Londres, 1948. 

d) R. L. Lissy et C. R. Manison. J. Immunol., 1947, 55, 15. 

e) C. F. Scumipr. J. Bact., 1948, 705. 

f) I. A. Pearson et collab., Amer. J. Roentgenol., 1949, 64, 839. 

g) J. M. Hammer et collab. Amer. J. Clin. Path., 1950, 20, 282. 

h) B. A. Rusin et P. Sremerass. Proc. Soc. Amer. Bact., 1950, 51. 
[3] P. Bontr-Maury et R. Waren. Ces Annales, 1945, 74, 495. 

A. Deysine et P. Bontt-Maury. C. R. Soc. Biol., 1951, 165, 1091. 


1056 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


UN. NOUVEAU TYPE DIPHASIQUE 
D'ARIZONA (ARIZONA 16 : 23-25) 


par L. Le MINOR, P. R. EDWARDS et H. FOSSAERT. 


(Service des Vaccins, Institut Pasteur, Paris, 
Communicable Diseases Center, Public Health Service, 
Federal Security Agency, Atlanta, Ga, U.S. A. 
et Unidad Sanitaria, Maracaibo, Venezuela.) 


Le germe que nous décrivons a été isolé de selles provenant d’un 
manipulateur d’aliments en bonne santé apparente, 4 Maracaibo, Vene- 
zuela. La bactérie (1627/52) fut isolée sur boite de gélose au vert brillant 
aprés enrichissement des selles sur milieu combiné de Kauffmann 
(1930). 

Elle se présente sous forme d’un bitonnet mobile qui posséde les 
propriétés morphologiques, culturelles et biochimiques de la famille des 
Enterobacteriaceae. La bactérie produit de 1’H,S, utilise le citrate, a 
une réaction au rouge de méthyle positive, une réaction de Voges- 
Proskauer négative, ne produit pas d’indol et n’hydrolyse pas l’urée, 
réduit le rouge neutre, et acidifie la gélose au tartrate de Jordan. La 
gélatine est liquéfiée aprés douze jours d’incubation et une réaction 
positive apparait dans le milieu fuchsine-glycérol de Stern en vingt- 
quatre heures. La bactérie fermente rapidement glucose, arabinose, 
xylose, maltose, tréhalose, mannitol et sorbitol, avec production de gaz. 
Le rhamnose est fermenté en quarante-huit heures, et l’eau peptonée 
lactosée acidifiée aprés huit jours. Saccharose, sorbose, salicine, dulcitol, 
adonitol et inositol ne sont pas fermentés. 

Les propriétés énoncées ci-dessus sont celles qui caractérisent fe 
groupe Arizona des B. paracoli (Edwards, West et Bruner, 1947) et, en 
particulier, des éléments diphasiques de ce groupe qui, contrairement 
a la majorité des souches monophasiques, acidifient la gélose au tartrate 
de Jordan. De plus, a l’examen sérologique, la bactérie en question 
semblait étre un élément typique, mais non encore décrit du groupe 
Arizona. 

La culture est agglutinée au titre par le sérum O16 Arizona, et se 
montre capable d’en absorber complétement les agglutinines. De méme, 
les cultures d’Arizona 016 absorbaient toutes les agglutinines O du 
sérum produit par la souche 1627/52 (tableau I), Les antigénes O 16 
du groupe Arizona sont identiques aux antigénes XXXVIII du ee 
des Salmonelles (Edwards, West et Bruner, 1947). Young (1946), i 
premier, a décrit des B. paracoli isolés dans divers cas kinetin, 
qui possédaient des antigénes O identiques A l’antigéne XXXVIII des 
Salmonella, Les réactions biochimiques décrites par Young sont iden- 
tiques 4 celles du groupe Arizona, mais comme les tests sérologiques 


n’ont pas été pratiqués, il est impossible d’affirmer que ces cultures 
étaient des paracolon Arizona. 
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TasLeau I. — Antigénes O de 1627/52 


SERUMS 


ANTIGENES Arizona O 16 4627/52 


. ; b ‘ Absorbé 
Non absorbé eaeacaie Non absorbé par Arizona 
A O 16 


Arizona O 16... 2 
1627/32 3 


Les antigénes de la souche 1627/52 sont diphasiques et les deux 
phases identiques aux antigénes trouvés antérieurement dans _ les 
souches d’Arizona. Les résultats des agglutinations et des absorptions 
d’agglutinines sont donnés dans le tableau Il. La phase 1 de 1627/52 


TapiEau I]. — Antigeénes H de 1627/52 


SERUMS 


i Pe 195 Pe 155 
1627/52 Phase 2 Phase 2 


Absorbé par 


par 1627 


Non absorbé 
Absorbé 
Phase 2 


A 
=) 
° 
a 

2 
fo) 
[=| 

AS 

ZA 


Pe 155 
Non absorbé 


Phase 2 
Phase 2 


1627/52. Phase 1. . 
1627/52. Phase 2... 
Perishs' Phase 22° 2: 
Pe 155. Phase 2... 


for) 
NN 
ac 
oo 
A 
o 
i—) 


est identique a la phase 2 de la culture Pc 195 (antigene H 23), comme 
le montrent les absorptions croisées. L’antigéne 23 est analogue aux 
phases 1 du genre Salmonella, particulicrement aux antigénes 1, z13 
(Edwards et West, 1950). Le sérum préparé avec la souche 1627/52 
agglutine la phase 1 de Salmonella Worthington (1, w) a 50 p. 100 
du titre homologue. Il agglutine les phases 1,5 & un degré moindre. 
La réaction croisée entre les antigénes 1, z13 de Salmonella et 1,5 est 
connue. 

La phase 2 de 1627/52 est identique a celle de la souche Pec 155 
(antigeéne H 25). Cet antigéne n’a pas de rapport avec les antigénes H 
décrits dans les autres groupes de bactéries entériques. 

La souche 1627/52 est donc un Arizona de formule antigénique 
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16: 23-25. Edwards et Kauffmann ont publié (1952) une liste compléte 
des types diphasiques d’Arizona. 


RESUME. 


Nous décrivons un nouveau type d’Arizona diphasique, isolé des 
selles d’un manipulateur d’aliments en bonne santé. La formule anti- 
génique de la bactérie est 16: 23-25. Les rapports antigéniques de ce 
germe avec les membres du genre Salmonella sont rapportés. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DES PSEUDOMONAS FLUORESCENTS 


par P. VILLECOURT et G. JACOBELLI. 


(Service des Fermentations, Institut Pasteur 
et Institut National de la Recherche Agronomique.) 


En méme temps que les caractéres utilisés jusqu’ici, nous avons 
recherché pour la premiére fois l’-hémolyse, la présence de capsules et 
la réaction du jaune d’ceuf dans une collection de Pseudomonas fluo- 
rescents. 

ORIGINE DES souUcHEs. — Nous possédions 81 souches de Pseudomonas 
fluorescents isolés du sol. Nous les avions presque toutes rencontrées 
en étudiant l’attaque par les bactéries du sol de divers substrats : 
B-hydroxybutyrate [4] et lactate, gluconate, glutamate (travail paralléle 
non publié). 

En outre, les souches suivantes nous ont été fournies : 

Ps. aeruginosa A 22 par la collection de l'Institut Pasteur ; 

Ps. angulata B20 par le Laboratoire de Mycologie de 1’Institut 
Pasteur ; 

« Alés I » par M™° Béguin et par la Station de Recherches séricicoles 
d’Alés qui l’indiquait comme pathogéne pour des chenilles. 


TrecHNIguE. — Nous avons suivi la technique bactériologique courante 
déja utilisée [4] ; cependant, désirant des acidifications nettes, la teneur 
en sucres de l’eau peptonée a 5 p. 1000 a été portée de 2 a 4 p. 100. 

L’hémolyse était observée sur des plaques de gélose contenant des 
globules rouges de mouton lavés. 

Les capsules étaient recherchées avec l’encre de Chine aprés culture 
des souches sur gélose nutritive glucosée. 
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Nous avons utilisé le milieu au jaune d’couf de MacClung, Heiden- 
reich et Toabe [2] en remplacant les 40 g de « Protéose peptone n° 2 » 
par 10 g de peptone Chapoteau. 


RESULTATS ET pIscussion. — Toutes les souches comprenaient des 
batonnets mobiles et des éléments de 0,5 A 1 w de large sur 1 a 2 UL 
de long ; elles ne prenaient pas le Gram et produisaient ai moment 
de leur isolement un pigment vert fluorescent sur bouillon ou gélose 
nutritifs ; elles acidifiaient le glucose et, sauf 3, se développaient sur 
un milieu minéral synthétique additionné de glucose (3 p. 100) et 
d’urée (0,5 p. 100). 

Toutes les souches testées (40) étaient aérobies strictes, ne produi- 
saient pas d’indol, acidifiaient galactose, xylose, arabinose et lévulose 


Fic. 14. — Etat frais en présence d’encre de Chine. La largeur de la capsule 
est d’environ 5 u. (Service de photomicrographie de l'Institut Pasteur.) 


(sauf 1), Sept souches ont été colorées par la méthode de Casares-Gill 
et 1 examinée au microscope électronique: toutes montraient des 
cils polaires. Ces caractéres indiquent bien que ce sont des Pseudomonas 
fluorescents ; ils n’appartiennent pas, sauf Ps. aeruginosa, A 22, au 
groupe pyocyanique puisque la pyocyanine n’était pas observée et que 
toutes les souches testées (40) se développaient & 5° mais non a 42°. 


R&ACTION DE L’HEMOLYSE. — Selon Haynes [3] l’hémolyse n’a pas été 
recherchée chez les Pseudomonas autres que les pyocyaniques. Sur 
83 souches non pyocyaniques testées, 68 produisaient une hémolyse ; 
parmi elles 2 souches donnaient des cultures entourées d’une auréole 
nette comme Ps. aeruginosa A 22; pour toutes les autres souches 
Vhémolyse diffusait peu ou pas hors de la culture mais était nette, 
le plus souvent fotale, dans la zone sous la colonie ; 11 souches ont 
été considérées comme douteuses et 4 comme négatives. 


CapsuLEs. — Les capsules des Pseudomonas fluorescents ont été signa- 
lées chez des espéces pathogénes des plantes décrites dans le manuel 
de Bergey [4]; nous en observons chez 11 souches du sol (fig. 1). 
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REACTION DU JAUNE pD’oeUF. — La réaction du jaune d’ceuf, mise au 
point pour ]’étude de certains anaérobies, a été recherchée en outre 
dans le genre Bacillus, ou elle est précieuse [5, 6], et dams le genre 
Serratia [7]. Dans ce travail, 16 souches produisaient une zone d’opacité 
apparaissant dés le début de la croissance et s’étendant au dela des 
limites de la culture. La réaction est comparable 4 celle obtenue avec 
Bacillus cereus (fig. 2). Toutes les autres souches ne donnaient pas la 
réaction. Avec quelques souches, toutes protéolytiques, le milieu était 
éclairci. 

Il est important de souligner que cette réaction simple et trés nette 


Fig. 2. — 1, Bacillus cereus (collection de l'Institut Pasteur); 3, Ps. angulata: 
2, 4, Pseudomonas du sol; 41, 2, 3, sont positifs: 4, est négatif. (Service de 
photomicrographie de l'Institut Pasteur.) 


parait stable : des souches récemment isolées ne la donnaient pas et. 
parmi un lot de 16 souches isolées depuis quatre ans, il y avait 


9 


3 souches positives. 


CxassiFicaTIon. — Pour chaque souche nous avons recherché ézale- 
ment les principaux caractéres différentiels que Seleen [8] et nous- 
mémes avions utilisés auparavant. Nous les avons utilisés pour définir 
15 groupes, formant des sous-groupes avec la réaction du jaune d’ceuf 
et la capsule. Un tableau expose les résultats. 

Nous n’avons pas tenu compte des petites quantités de SH, (3 cas 
pour 32 souches testées), des acidifications toujours tardives du maltose 
et du lactose (aprés dix jours, 13 cas pour 79 souches testées avec le 
lactose et 7 cas pour 32 souches testées avec le maltose) ; toutes ces 
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JAUNE D OEUF 


PIGMENT £OUCHES 


accessoire de collection 


GELATINE 
NITRITES 
SACCHAROSE 
CAPSULE 
NOMBRE 
de souches 


Pyocyanine. |Ps. aeruginosa A 22. 


+ 


Orangé. 


Ps. angulata B20 
« Ales 4 ». 


4, réduction des nitrates en gaz; 2, action sur le lait; C, coagulé, digéré, alcalinisé ; 
I, inchangé, alcalinisé; D, digéré, alcalinisé; 3, pigment distinct de la pyocyanine qui 
sera décrit ultérieurement. 
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souches ainsi que les autres souches aberrantes (produisant une hémo- 
lyse douteuse ou négative et ne se développant pas dans le milieu 
synthétique vu plus haut) se répartissaient dans tous les groupes 
nombreux. 

Nous avons critiqué la classification des Pseudomonas fluorescents par 
Bergey [4]; elle demeure inutilisée et actuellement LTusage s’est 
répandu de réunir ces germes dans un large « groupe d’espéces Pseu- 
domonas fluorescents » [9] sans chercher 4 le subdiviser. Cette décision 
commode respecte la réalité ; on est en effet en présence de germes 
yoisins, comme l’attestent leurs caractéres communs. D’autre part, 
d’aprés le travail d’ensemble de Seleen [8], ils ne se répartissent pas 
en un petit nombre d’espéces trés séparées, mais il y a de nombreux 
types correspondant A autant de combinaisons des caractéres différen- 
tiels et entre les types trés différents existent des intermédiaires. II 
est donc sage de souligner Ja parenté certaine des Pseudomonas en 
évitant de multiplier les espéces et de placer des cloisons arbitraires. 
Mais nous pourrons peut-étre par l'utilisation de caractéres adéquats 
les voir se répartir en quelques groupes nettement séparés et une étude 
comparative d’un grand nombre de souches, rajoutant de nouveaux 
caractéres différentiels, serait alors mnécessaire pour en juger avec 
stireté. Ce travail nous-a permis de nous former une opinion provisoire. 
Il semblerait que 3 groupes de Pseudomonas fluorescents commencent 
& se dessiner : 

A. — Certaines souches réduisent les nitrates en gaz ; elles sont peu 
nombreuses dans le monde microbien, ce qui invite a les rétinir dans 
un méme groupe ; cependant 2 souches de ce groupe ne se comportent 
pas comme les 14 autres et donnent la réaction du jaune d’ceuf (ces 
2 souches, identiques pour fous leurs caractéres, sont les seules de 
notre collection donnant une colonie trés caractéristique dans certains 
milieux). 

B. — Quatorze sur 16 des souches donnant la réaction du jaune 
d’ceuf se trouvent parmi les 31 souches qui ont une action protéoly- 
tique sur le lait ou la gélatine et qui ne réduisent pas les nitrates 
en gaz. 

C. — Parmi les souches ne réduisant pas les nitrates en gaz nous ne 
trouvons ni capsules ni réaction du jaune d’ceuf chez les souches 
dépourvues d’action protéolytique sur le lait et la gélatine; par 
exemple, le groupe XIII, le plus important numériquement, garde son 
homogénéité [ce groupe peut s’appeler Ps. ovalis ou Ps. convexa [4] 
sil vaut la peine de se référer A des descriptions dont trois caractéres 
sont seuls utilisables (lait, gélatine et production de nitrite) ]. 

Certaines souches produisent en plus du pigment vert fluorescent 
un pigment accessoire intense ; les 3 souches orangées isolées de terres 
différentes sont identiques ou trés voisines ; elles forment une variété 
dont lidentification peut étre, grace au pigment, instantanée. 

« Alés I » (coincidant avec la description incompléte [4] d’une souche 
également pathogéne pour les chenilles : Ps. septica), Ps. angulata et 
3 souches du sol possédent les mémes caractéres, réaction du jaune 
d’ceuf comprise ; une étude comparative permet donc de trouver des 
germes trés voisins et peut-étre identiques sous des noms d’espéces 
différentes ; Ps. angulata rentre dans les cadres de la classification des 
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Pseudomonas du sol dont les Pseudomonas pathogénes des plantes ont 
été longtemps séparés [4]. 


Résumé. — Nous avons examiné 84 souches de Pseudomonas fluorés- 
cents en recherchant l’hémolyse, la présence de capsules et la réaction 
du jaune d’ceuf. Soixante-huit souches produisaient une hémolyse 
nette ; 11 souiches présentaient des capsules ; la réaction du jaune 
d’oouf donnait des résultats trés nets et 16 souches étaient positives. 
En ajoutant la présence de capsules et la réaction du jaune d’oouf aux 
caractéres différentiels utilisés auparavant, nous avons effectué une 
classification qui est quelque pet’ commentée. Une souche pathogéne 
de plantes, Ps. angulata, a été étudiée comparativement ; elle donne la 
réaction du jaune d’osuf et il lui correspond 3 souches du sol identiques 
pour tous les caractéres recherchés (1). 
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RUBROBACTERIOPSIS RUGOSA NOV. GEN., NOV. SP. 
ll. — CARACTERES BIOCHIMIQUES 


par Janine MERY et Pamippr-Jacqgues LUTERAAN. 


A. CARACTERES METABOLIQUES. — Cet organisme est azymatique. 

Il utilise comme source énergétique pour sa croissance et sa respi- 
ration le glucose, le galactose, le saccharose, le maltose, le glycérol. 

Le lactose n’est pas utilisé. 

Les nitrates et la tyrosine ne peuvent servir de source azotée exclu- 
sive. Avec le sulfate d’ammonium, la croissance est trés réduite et vite 
arrétée. 

ll n’y a pas de liquéfaction de la gélatine. 

Ce sont 1A des caractéres métaboliques courants qui sont communs 
4 un grand nombre de bactéries pigmentées et de levures. 

B. CoMPosiITION CHIMIQUE DE L’ORGANISME. — Les résultats de Schopfer 


(1) Nous remercions les Stations Agronomiques d’Amiens, Blois, 
Chalons-sur-Marne, Clermont-Ferrand, Colmar, Quimper, Rouen et Toulouse 
qui nous ont fourni des échantillons variés de terre. 
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concernant Vinfluence du glycocolle sur la pigmentation, les considé- 


rations de cet auteur relatives 4 un rdle de précurseur attribué aux 


Absorption 
100 


Acides gras glycocolle 


«-\.-Acices gras alanine 


400 450 500 550 SOO 650 4 


Fic. 4. 


acétates dans la formation des caroténes, nous ont incités & employer 
le glycocolle comme source azotée et A comparer son action a celle de 
lacide aminé le plus voisin : l’alanine. 

Les conditions de l’expérience sont les suivantes : emploi de boites de 
Roux de 1 1; quantité de milieu par boite, 100 cm$ ; rapport surface 
a volume, 2,2 ; concentration en glucose, M/3 ; concentration en azole, 
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M/37,5 ; rapport azote A carbone, 1/33,9 avec le glycocolle, 1/34,7 avec 
l’alanine ; ensemencement, de la valeur d’une anse, d’une culture de 


Absorption 
100 


90 


80 


70 


L ISIPOM fable dlarine 


60 


50 


40 


30 


20 


400 450 500 550 600 650 & 
Pig. 2; 


quatre jours entrainée sur gélose inclinée peptonée et glucosée ; durée 
de culture, onze jours ; température, 28°. 

Les résultats obtenus (valeur pour 4 boites de Roux) se trouvent 
résumés dans le tableau ci-dessous : 

pH initial, 4,4 ; final, 4,4 avec le glycocolle, 4,1 avec l’alanine ; le 
milieu, fortement tamponné, 'l’était encore plus avec le glycocolle. 
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GLUCOSE DIVERSES VALEURS EN P. 100 DU POIDS SEC 
SOURCE POIDS SEC! consommé 


azotée (mg) a J Graisses Acides Insaponi- 


poids sec tolales gras fiable 


ae 


Glycocolle . 250 48,2 42,88 
Alanine . . 2,0 20,47 44,23 


En outre, l’analyse chimique établit : 

1° Qu’il s’agit de pigment caroténoides ; 

2° Qu’il en existe deux fractions : 

L’une qui vient avec les acides gras : le pigment acide, 

L’autre qui vient avec l’insaponifiable ; 

3° Que ces pigments ne se laissent pas extraire directement par 
l’alcool, qu’il faut répéter le broyage des cellules plus qu’il n’est néces- 
saire avec les Rhodotorula, 

Les courbes obtenues correspondent & des solutions de la totalité des 
acides gras ou de l’insaponifiable dans 50 cm* de sulfure de carbone 
(igssh et 2); 

Il y a abondance du pigment acide ; la valeur est &4 peu prés égale 
apres culture sur milieu au glococolle et sur milieu a l’alanine. Par 
contre, les pigments de linsaponifiable sont plus abondants sous 
l’action de J’alanine. 

Les caractéres morphologiques concomitants sont: l’apparition du 
voile et de la pigmentation vers le quatriéme ou cinquiéme jour, la 
pigmentation intense a partir du septiéme jour et qui continue Aa 
s’accroitre, enfin la diffusion dans le milieu d’un pigment jaune fluo- 
rescent. 

En résumé, la croissance et la pigmentation sont importantes str 
ces milieux aux acides aminés, sans différences notables pour le glyco- 
colle et l’alanine. 


La communication suivante paraitra en Mémoire dans les Annales 
de l'Institut Pasteur : 


Variations du pH du liquide allantoique inoculé de virus 
grippal. Culture du virus dans un liquide allantoique légé- 
rement acide, par B. Fauconnier. 


LIVRES REQUS 


A. Haddow. — Biological hazards of atomic energy, 1 vol., 235 p., 
The Clarendon Press, Oxford, Angleterre. Prix : 35 sh. 


Ce volume est constitué par les comptes-rendus de la Conférence 
sur « Les dangers de ]’énergie atomique au point de vue biologique », 
tenue en Angleterre les 20-21 septembre 1950. Cette conférence avait 
pour but de mettre en évidence les dangers a court et A long terme que 
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pourrait causer le développement de l’application de 1’énergie atomique 
dans le monde. Il comprend 24 articles rédigés par des spécialistes, qui 
étudient Veffet des radiations sur les cellules, les plantes, les animaux 
et ‘homme, leur action au point de vue génétique, les radiations et 
les tumeurs, et enfin les quelques moyens de protection dont on 
dispose. L’ouvrage est accompagné d’une table analytique. 


A. G. Everson Pearse. — Histochemistry. Theoretical and applied. 
1 vol., 530 p., 107 fig., J. et A. Churchill Ltd. édit., Londres. 
Prix : 60 sh. 

Ce livre embrasse toute l’histochimie appliquée aux coupes de tissus, 
domaine dans lequel l’auteur a acquis une compétence particuliére. 
Il s’adresse par conséquent aux anatomistes, biologistes, physiologistes, 
histopathologistes et zoologistes, et exige du lecteur d’assez fortes 
connaissances en chimie. I] comprend 18 chapitres, le premier étant 
un historique qui fait remonter la découverte de l’histochimie 4 Raspail. 
Les chapitres suivants traitent de la chimie de la fixation, de la lyophi- 
lisation, de la mise en évidence des différents protéides et acides 
aminés, des glucides, des lipides. Cinq chapitres sont consacrés aux 
enzymes. Le dernier concerne la mise en évidence des pigments et des 
constituants inorganiques. Les techniques elles-mémes sont réunies en 
un appendice qui comprend un ensemble de 130 méthodes. Enfin, deux 
index alphabétiques complétent le volume, l’un énumérant tous les 
auteurs cités dans le livre, l’atitre, toutes les matiéres étudiées. 

Hest: 


Cc. W. Carter et R. H. S. Thompson. — Biochemistry in relation to 
Medicine. Second edition. 1 vol., 524 p., 36 fig. Longmans, Green 
and C° édit., Londres, New-York et Toronto, 1958. Prix : 30 sh. 


La premiére édition de ce livre remontait 4 1949. Néanmoins les 
auteurs ont estimé qu’une seconde édition s’imposait, étant donné les 
progrés qu’avait accomplis la chimie biologique au cours de ces quatre 
années. Le présent volume comprend 22 chapitres, dont certains (méta- 
bolisme des lipides et des protéines) sont complétement nouveaux. 
D’autres ont été profondément remaniés (métabolisme des glucides, 
stérols et hormones stéroides, protéines du plasma, électrolytes, vita- 
mines, hémoglobine, etc.). Le réle des hormones dans la régulation 
du métabolisme est discuté dans différents chapitres. Le volume se 
termine par un Appendice qui traite de l’identification des diverses 
substances importantes du point de vue biochimique, indique les 
techniques de leur mise en évidence et donne une liste des principaux 
réactifs utilisés dans les recherches de chimie biologique. Une biblio- 
graphie de 30 pages et un index alphabétique complétent l’ouvrage. 


G. E. Beaumont. — Medicine. Essentials for practitioners and students. 
6° édit., 1 vol., 831 p., 66 fig. J. et A. Churchill Ltd. édit., 
Londres. Prix: 37 sh 6 d. 


Comme son titre l’indique, ce livre est un manuel qui s’adresse 
4 la fois au praticien et 4 1’étudiant. Cette 6° édition (la 5° datant de 
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1948) étudie le fonctionnement normal et pathologique des organes des 
différents systémes (digestif, respiratoire, cardio-vasculaire, nerveux, 
urinaire, hématopoiétique, locomoteur, glandes endocrines, etc.), ainsi 
qu’un certain nombre de maladies (fiévres infectieuses, maladies dues 
A des parasites, & des agents physiques, maladies des pays tropicaux, 
perturbations du métabolisme, etc.). Un certain nombre de chapitres 
ont été complétement remaniés et d’autres ajoutés de toutes pieces ; 
tels ceux concernant les anti-coagulants, la toxoplasmose, la fiévre Q, 
les maladies du collagéne, le lupus érythémateux, les hormones adréno- 
corticales, etc. Le livre se termine par un index alphabétique des sujets 
traités. 


His Te 


F. Parkes Weber. — On naevi and miscellaneous subjects, 1 vol., 72 p., 
H. K. Lewis and C°, édit., Londres, 1952. Prix : 60 sh. 


Parkes Weber considére que le sens du terme nevi doit étre étendu 
et s’appliquer A toutes les anomalies tissulaires (anomalies de forme, 
de texture, de couleur, fonctionnelles, métaboliques) et comprendre 
les urticaires, prurits, dépéts amyloides, lipoides ou calcaires, etc. En 
outre, en dehors des nevi superficiels, il est certain qu’il en existe 
également qui affectent les organes internes. C’est en se basant sur ces 
conceptions que |’auteur a réuni en un volume une série de douze 
articles publiés dans divers périodiques par lui-méme et divers cher- 
cheurs et qui traitent de différents cas de maladie de Sjégren, d’arthrite 
rhumatoide avec sclérodactylie et calcinose, de polynévrite, de prurigo 
nodulaire, d’ostéochondromatose, etc. Chaque article est accompagné 
d’une courte bibliographie et d’un certain nombre de figures. 

Hil. 
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